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Einleitung

1 Einleitung

Innerhalb der Zelle kommen Nukleotide in hohen Kamirationen vor und erfillen viele
lebenswichtige Funktionen. Kommt es allerdings zmem drastischen Anstieg der
Nukleotidkonzentration im Bereich auf3erhalb derl&elso wird dies gemeinhin als
Gefahrensignal interpretiert, welches dazu dieags Bnmunsystem in Alarmbereitschaft zu
versetzen und gleichzeitig verschiedene Entziindeagsonen zu vermittelf. Dieses
Signal zu erkennen und vor allem richtig zu intetigren ist besonders wichtig, da die
vermittelten Reaktionen unter der Beteiligung wielerschiedener Mitspieler stattfinden. Die
in dieser Arbeit verwendeten FRET-Biosensoren wurddafir entwickelt, um die
Anwesenheit verschiedener Metaboliten in hoher féiner und zeitlicher Auflésung
sichtbar zu machen und bieten somit eine Mdglidhldie Umstande, unter denen es zu
einem Anstieg der extrazellularen Nukleotidkonzatmn kommt, genauer zu erforschen. Der
Fokus dieser Arbeit lag deswegen zum einen auf @mtimierung der bereits vorhandenen
Sensorproteine und zum anderen auf der Entwickkings neuen Detektionssystems, den
Adenosin- bzw. ATP-Sniffer-Zellen.

1.1 Das Immunsystem

Die menschliche Gesundheit ist standig einer Vidlaeerschiedener Gefahren ausgesetzt,
weswegen eine intakte Immunantwort essentiell wgdiiir eine erfolgreiche Abwehr ist. Das
Immunsystem ist ein komplexer Apparat aus einerzdid verschiedener Zelltypen und
Molekilen, der dazu dient, den Korper vor diesesugdheitsgefahrdenden Eindringlingen zu
schitzen, indem es diese erkennt, in Schach héltimnldealfall vollstdndig eliminiert.
Gleichzeitig muss die Immunantwort so kontrolliedlaufen, dass keine koérpereigenen
Strukturen attackiert werden, es muss also zwisdkipereigenen und korperfremden
Strukturen unterscheiden werden. Deswegen ist eliess8egulation des Immunsystems eine
seiner wichtigsten Funktionen. Sie vermeidet im ugden Organismus Fehl- bzw.
Uberreaktionen, wie Allergien und Autoimmunerkrangan. Eine weitere wichtige
Eigenschaft des Immunsystems ist seine Gedachbkishm, die es nach dem ersten
Uberstandenen Kontakt mit einem bestimmten Antigatwickelt. Bei einem erneuten
Angriff von ein und demselben Krankheitserregerdist Korper nun in der Lage schneller

und gezielter auf diesen zu reagiéren
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Immunabwehr im menscithen Kérper. Wird der Organismus dur
infektibse Materialien(Antigen, griin) angegriffen, werden diese durche ilapezifischen Oberflachenmolekiile

Immunzellen als kérperfremde Stoffe entlarvt. Aatigrasentierende Zellen, wie dendritsche Zellen Mad¢trophage
nehmen die erkannten Antigene durch Phagozytosietinauf, um im Anschluss Bruchstiicke eben dies¢igéne auf ihre
Oberflache zu prasentieren. Durch die Bindung eiiételferzelle an dieses Antigenfragment erfolgt defddtivierung.
was zur Ausschittung von Interleukinen fihrt. Diktigierung von BZellen erfolgt entweder durch die Freisetzung
Interleukinen oder durch die direkte Bindung vonigahen an Rezeptoren auf der Zelloberflache. Di8senulus fiiht
dazu, dass sich die B-Zelle zur Plasmazelle, daétdgabe die Produktion von Antikérpern istisdifferenziert. Antikérp
binden spezifisch an Antigene und blockieren dgrahogene Wirkung (links). Schafft es ein Antigérekt in eine Zell
einzudringen, kdnnen diese in gleicher Weise, iienobeschrieben, auf der Oberflache der iafien Zelle prasentit
werden. Durch die Bindung von Zellen an diese prasentierten Antigene oder dumtérleukinausschittung, entwick
sich T-Zellen zu T-Killerzellen. Diese sind durchré Oberflachenrezeptoren in der Lage, Antigenfiargm auf der
Zelloberflache zu erkennen und fiir die Zerstoruegidfizierten Zellen zu sorgérBild: (Dorothea Plundrich, 2014)

Bei der humanen Immunantwort muss zwischen angaborelmmunsystem, bei der die

Abwehr erregerunspezifisch ist, und erworbener Imabwehr, die aufgrund der

Gedachtniseigenschaft des Immunsystems erregdispkezablauft, unterschieden werden.

Zusatzlich muss zwischen der zellularen und humeardhmunantwort differenziert werden,

wobei unter ersterer alle zellularen Bestandtaiie, im Gewebe und in den Blut- und

2
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Lymphfgefal3en zirkulieren, zusammengefasst sind.Hdimorale Immunantwort besteht aus
verschiedenen Makromolekulen, die im Blut- und Lysystem vorkommen. Zu diesem Tell
des Immunsystems z&hlen Interleukine, das Kompl&ystem und Antikdrper. Interleukine
sind Peptidhormone, die als Botenstoffe zwischem dellen des Immunsystems fungieren
und fur die Zell-zu-Zell-Kkommunikation zwischen Irmamzellen gebildet werden. Das
Komplementsystem, welches Teil der angeborenen Imamwort ist, ist ein System, das aus
tber 30 Plasmaproteinen besteht. Diese werdenriReigel von der Leber synthetisiert und
zirkulieren in ihrer inaktiven Form im Blut. Versedene Stimuli setzen eine Kaskade in
Gange, an deren Ende die Aktivierung eines Zektdeenden-Membrankomplexes steht. Die
wohl wichtigste Rolle bei der humoralen Immunantwibaben allerdings die Antikérper.
Durch ihre spezifische Bindung an Pathogene siadsim einen in der Lage, diese selbst zu
neutralisieren, andererseits markieren sie diese, Rlhagozyten auf sie aufmerksam zu
machen.

Die angeborene Immunabwehr startet sehr schnehl mamtakt mit einem infektiosen
Organismus. Dem gegenuber steht die adaptive Imntwoa, die sich beim ersten Kontakt
mit einem Antigen erst Uber einen langeren Zeitramwickelt, dann aber in der Lage ist,
diese aufgrund der hoheren Spezifitat gegen dedriggling viel effizienter zu bekampfen.
Durch das adaptive Immunsystem wird eine sofomigeinfizierung verhindert, gleichzeitig
sorgt es fur eine langanhaltende Immunitéat, die Kiérper selbst Jahre spater bei erneutem

Kontakt mit diesem Antigen schiitzen kann

1.2 Immunregulation durch extrazellulare Nukleotide

Im intrazellularen Raum kommen Nukleotide in holk@mzentrationen vor und erfillen dort
verschiedene lebensnotwendige Aufgaben als Engigeat oder regulatorische Einheiten der
Zelle*. AuBerhalb der Zelle findet man sie unter normaBedingungen nur in auBerst
geringen Konzentrationen vor, da sie dort durchraeellulare Enzyme einem standigen
Abbauprozess ausgesetzt Sindzwischen ist klar, dass Nukleotide auch aulbrtier Zelle
eine wichtige Rolle einnehmen, sei es als Metadolibder Liganden fur verschiedene
Rezeptoren auf der Zelloberflache. Eine stark eh@lusschittung von Nukleotiden, wie sie
im Fall von zellularem Stress oder Entzindungsiea&h der Fall ist, wird als ein
Gefahrensignal interpretiert, das im Zusammenspielerschiedenen purinergen Rezeptoren
die Zellen des Immunsystems mobilisieren KahAbhangig von der Konzentration und dem
jeweiligen Rezeptor werden so durch extrazelluldoileotide eine Vielzahl verschiedener
3
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Reaktionen stimuliert. So kann ATP sowohl einen pats auch einen anti-inflammatorischen
Effekt auf Zellen des Immunsystems habén wohingegen Adenosin zumeist anti-

inflammatorisch wirkt®*%

niedrige
_Konzentratdcm
— ;— = | ATP — e
~" hohe " “
-~ hohe ™, b
’ Konzentra- h
; + Konzentra-, \'
/ tion \
tion v
ADP
Cch3as
co73
~ | ADO | T
ENPPs
cb73
MAD

v Zelltod . Inhiblerung von IL-12

=  Ausschittung und = Inhibierung von T-
Verarbeitung von IL- Gedachtnis-Zellen
1undIL18

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zusammepigls zwischen extrazelluldaren PurinNukleotiden und
Immunzellen. Durch verletztes Gewebe oder Entziindungsreaktikoemmt es zur Ansammliung von ATP und NAD
extrazellularen Raum, welche von verschiedenen Remmpan der Oberfliche von Immunzellen erkannt werdear
unterscheidet dabei zwei Arten von Rezeptortyper. Bli-Rezeptoren, zu denen der ARAzeptor gehdrt, werden du
Adenosin aktiviert und wirken hauptséachlich anflammatorisch auf das Immunsystem. Die Rezeptore®a&amilie, zt
denen P2X und P2Y gehéren, werden durch die Anvieseron extrazellularem ATP stimuliert. Hohe Konizationel
dieses Nukleotids fuhrten zu einer Aktivierung 8&xX7-Rezeptors, welcher z.B. durch die Sekretion und beitung vol
verschiedenen Interleukinen, pro-inflammatorisch antigenprasentierende Zellen (APC) unddllen wirkt Neben AT
wird P2X7 auf T-Zellen auch durch die ADP-Réyttransferase ARTC2 in Anwesenheit von NAD aktilvién geringe
Konzentrationen aktiviert ATP die anderen P2-Rezgptaind damit die anti-inflammatorische Herabregofavon T-
Helfer-Zellen. Neben P1- und P2-Rezeptoren spieschiedene extrazellire Enzyme wie CD39, CD73, ARTC1 (
ARTC2 eine Rolle, da sie in der Lage sind Purine euschiedenen Metaboliten wie ADP, AMP oder Adenasi
verstoffwechsel?. Bild: (Dorcthea Plundrich, 201

1.2.1 Regulierung des Immunsystems durch extrazeltires ATP

Adenosintriphosphat kommt als universelle Energlewdg auf natirliche Weise in jeder
Zelle des menschlichen Kérpers Yorzusatzlich hat es eine wichtige Funktion in detl-Z
zu-Zell-Kommunikation inne. Die intrazellulare Kar#ration von ATP ist mit 3-10 mM sehr

hoch, wohingegen extrazellulare Konzentrationem gehing sind. Die physiologische ATP-

Konzentration aufRerhalb der Zelle befindet sicldémn Regel im Bereich von 400 bis 700

nM'% Dieses Konzentrationsgefalle kann sich durch olgeslene Umstande dramatisch
4
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andern und zu einem Anstieg der extrazellularenz€aotration von ATP fuhren. Ursachen
eines solchen Anstiegs konnen zum Beispiel Entztigsheaktionen,
Durchblutungsstdrungen oder oxidativer Stress'Seiie bloRe Anwesenheit von ATP im
extrazellularen Raum allein entscheidet allerdingsh nicht Uber die letztlich durch das
Molekul vermittelte Reaktion. Diese wird durch eiMgelzahl von membrangebundenen
Rezeptoren bestimmt, die durch die Bindung von AK&viert werden und fir verschiedene
physiologische Funktionen verantwortlich sihdDiese purinergen Rezeptoren gehéren der
Familie der P2-Rezeptoren an. Diese werden wiedénuawei grol3e Gruppen unterteilt, den

G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren und den Ligargksteuerten lonenkanalen B2X

Entziindung

Caspase-1

Nucleus pro-IL-1B l
Dro-IL-18 Aktivierung

Abbildung 3: Pro-inflammatorischer Effekt durch Prozessierung von IL-1f und IL-18. IL-1B und IL-18 sind zwe
verwandte Zytokine, die mit EntziindungsreaktionenKorper assoziiert sind und derdktivierung und Ausschittui
durch extrazelluldres ATP und den P2X7-Rezeptor itin werdert*®® Die Stimulation des Rezeptors du
extrazellulares ATP flhrt neben einem Kalziumemstizu einer Freisetzungn intrazellularem Kalium. Der Verlust v
intrazellularem Kalium und dessen Ansammlung inradlluldren Raum fuhrt neben anderen Signalen XtiviArunc
eines Inflammasoms, welches fir die Prozessieradgrueisetzung von ILflund IL-18 nétig ist. s Inflammasom ist €
Multiproteinkomplex der angeborenen Immunantwortspizeset wird innerhalb dieses Komplexes durch Interaktioit
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containingarboxy-terminal CARPdurch Proteolyse aktiviert. Dut
Caspase-1 werden die Vorstufen von B-dnd IL-18 (pro-IL-B/pro-IL-18) so geschnitten, dass sie in ihrer biolog
aktiven Form vorliegetl. So prozessiert werden 1l31und IL-18 von der Zelle ins Gewebe sekretiert, wo si
Entziindungsreaktionen beteiligt sind. Bild: (Dorattdundrich, 2014)
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Als einer der am besten charakterisierten Rezeptalieser Familie, spielt P2X7 eine
wichtige Rolle in der ATP-vermittelten Immunregudet Durch seine eher geringe
Sensitivitat gegenuber seines Liganden bendtigRézeptor ATP-Konzentrationen, die sich
im mikromolaren Bereich befindéh Kommt es allerdings zu einer Bindung, filhrt diese
meist zu pro-inflammatorischen Reaktionen, wie Agsschiittung von Interleukin- (IL-)pt*
und IL-18 in antigenprasentierenden Zelléh > zusatzlich ist er ein Ausléser von Apoptose
in T-Zellerf"”.

1.2.2 Extrazellulares Adenosin und der A2A-Rezeptor

Adenosin ist ein Purin-Nukleosid, das im Koérpereewmichtige Rolle spielt. Extrazellular
findet man Adenosin unter physiologischen Bedingungkonstant in sehr geringen
Konzentrationen von unter 1 pM vor. Entzindungsieakn lassen die extrazellulare

Adenosin-Konzentration auf 4-10 pM ansteifjen

Inhibition Stimulation

hohe Affinitat ( hohe Affinitat

niedrige Affinitat (

NH;*
extrazellular r—r ’ /\

Adenylyl-

ATP/\'

cAMP

niedrige Affinitat

intrazellular

Ccoo- coo

Abbildung 4: Systematische Darstellung von AdenosiRezeptoren und ihrer Kopplung mit der Adenylylcylase.
Adenosin-Rezeptoren gehéren zur Familie von helikalgansmembranen G-Proteiekoppelten Rezeptoren. Di
Rezeptoren binden extrazellulares Adenosin mit hahdmiedriger Affinitat und kdnnen durch diese Rind entweder eit
Stimulation oder Inhibition der Adenylylcyclase higwen. Die Adenylcyclase besteht aus zwei regulierenden und
katalytischen Einheiten und generiert unter AT&brauch cyclisches AMP als second MessengerZaliulares Adenos
kann durch Bindung an die P-Stelle (P-site) einébielung des Enzyms bewirken. Gereae Mechanismen sind allerdii
noch nicht erforscht. Bild: (Dorothea Plundrich, 2014)

Adenosin reguliert eine Vielzahl verschiedener pbiggischer Reaktionen durch die
Bindung an spezifische RezeptotenAdenosin-Rezeptoren gehéren zur Pl-Klasse der
purinergen Rezeptor&h Es gibt vier verschiedene Typen von Adenosin-Rexen,

ADORAL (A1), ADORA2A (A2A), ADORA2B (A2B) und ADORA (A3). Die Bindung an

einen dieser Rezeptoren ist verantwortlich dafie)cive Rolle Adenosin im Organismus
6
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spielt®. Sie sind eng mit der Adenylylcyclase assoziied tegulieren somit die intrazellulare

cAMP-Konzentration als Reaktion auf Adenosin imraxéllularen Raum.

Immunologische
Stimulation

\ o
5'-Nukleotidase Adenosin- X IP'
Kinase 7 AZA -
) £ /’ “—[ Ausschiittung von
Adenosin = » Adenosin Na pro-inflammatorischen
‘: n Molekiilen:
Adenosin- Nukleosid- -—- TNF-a, INF-Y, IL-2
Desaminase Transporter ¥ I
Inosin
Lokale Entziindung,
Schadigung des
Gewebes
Immunzelle

Adenosin-Produzierende-Zelle

Abbildung 5: Ubersicht iber den Stoffwechselweg von Adenosim Korper. Adenosin gelangt hauptséchlich auf z
Wegen in den extrazellularen Raum. Zum einen entstehdurch den Abbau von sowohl intrazelluléarens, alicl
extrazellularem ATP. Auf diese Weise intrazellutintstandenes Adenosin gelangt durch membrangebendekieosid
Transporter aus der Zelle heraus. Gleichzeitig vésddurch das Enzym Adenod{inase in der Zelle wieder zu A
rephosphoryliert, wohingegen die AdenoBiasaminase es zu Inosin abbaut. Auf dem zweiten Wedy extrazellulare
Adenosin durch deenzymatischen Abbau von extrazellularem ATP erzebigise enzymatische Kaskade besteht au
beiden Enzymen Ectonukleosid-TriphospBathosphohydrolase (CD39), welches ATP und ADP zuPAWdrolysiert un
Ecto-5'-Nukleosidase (CD73), welches AMP zu Adsin umformt. Dieses extrazellulare Adenosin bindan ai
verschiedene AdenosRezeptoren, Al, A3, A2A und A2B die auf der Oberfiéelon Immunzellen exprimiert werden |
durch welche die unterschiedlichen Reaktionen aremlexxtrazelluldres AdenosimiOrganismus beteiligt ist, bestirr
werden. Adenosin bindet mit hoher Affinitdt an d&BA-Rezeptor auf aktivierten Immunzellen und fiihrt dusgine
Kopplung an die Adenylylcyclase zu einer Erhéhumg ithtrazellularen cAMP-Konzentration. CAMP bewiidds secon
Messenger eine Herabregulierung des inflammatagiscBignalweges und unterbricht somit die Entstehumg pro
inflammatorischen Prozessen, wie die Ausschittwmg INF+y, TNF-o sowie IL-2 und wirkt somit lokalen Entziindurgs
und Gewebeschaden entgetféf Bild: (Dorothea Plundrich, 2014)

Al und A3 besitzen eine inhibierende Wirkung awd didenylylcyclase, wohingegen A2A
und A2B positiv mit ihr gekoppelt sind. Daher flidreé Signalibertragung von A2A und A2B
zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration in der @8lf° Auf der Basis von verschiedenen
Studien wird deutlich, dass A2A-Rezeptoren die tgdRolle bei der Adenosin-vermittelten
Immunregulation spielen, indem sie anti-inflammestcnt auf Entzindungsreaktionen des
Immunsystems reagierén In entziindeten Regionen, in denen es zur Ansangniton
extrazellularem Adenosin kommt, verhindert das Mokt durch Bindung an A2A
zusatzliche Gewebeschadigungen, indem es die Ativon Immunzellen unterdrickt. In

ahnlicher Weise kann Adenosin im Tumorgewebe Ildikallmmunantwort gegen den Tumor
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unterdriickeff*> Dieser immunsuppresive Effekt wird durch die amellulare cAMP-

Akkumulation vermittelt, welche durch ein negatiiesedback die Ausschittung von pro-
inflammatorischen Molekillen herabregulf®®. Diese Eigenschaften machen den
ADORAZ2A-Rezeptor zu einem sehr interessanten Metepi wenn es um die Begrenzung

von Gewebsschadigungen oder die Steigerung der falowehr geht.

1.3 Der FRET-Effekt

Die Messung des Forster-ResonanzenergietransfBSTFzwischen zwei fluoreszierenden
Proteinen ist eine viel verwendete Methode, um H®@atische Vorgange in lebenden Zellen
sichtbar zu machén Der FRET-Effekt beschreibt einen Mechanismus, dei Energie
strahlungslos von einem Fluorophor zu einem Chrdmopibertragen wird, wobei sich
ersterer in einem angeregten Zustand befindet uadDanor fungiert, der andere als
Akzeptor. Letzterer kann zusatzlich zu seinen fablegmden auch Uber
Fluoreszenzeigenschaften verfliigen, diese sind #&m &RET-Effekt allerdings nicht
entscheiderfd. Eine Energielibertragung findet nur dann stattnrweich Donor- und
Akzeptorprotein in raumlicher Nédhe von 1-10 nm mnaeder befinden und sich die
Emissions- bzw. Anregungsspektren von Donor bzwzehkor Uberschneidéh Diese
Eigenschaft macht es mdglich, die Intensitat desEFSignals direkt mit einer
Konformationsanderung und einer damit einhergehenélemlichen Annédherung von Donor-
und Akzeptormolekil zu korrelieren. Diese FRET-Egghaften ermdglichen es, durch
verschiedene Sensorsysteme Interaktionen und Andenuauf molekularer Ebene mit hoher
raumlicher Auflésung darzustellén

Verschiedene Sensorproteine sind entwickelt wordendie Anwesenheit unterschiedlichen
Metaboliten zu detektieren. Der Aufbau der Sensastdabei im Wesentlichen der gleiche.
Eine, das jeweilige Molekil bindende Proteindomée von zwei FRET-Donor- bzw. —
Akzeptordomanen flankiert. Durch Anlagerung des spaden Liganden an die
Bindungsdomé&ne kommt es zu einer Konformations@amdgrwelche den Abstand zwischen
den beiden Fluorophoren entweder verkirzt oder sechkisst und dementsprechend zu einer
Erhohung oder einer Abnahme der FRET-Effizienz tféfh®
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer FRETAktivierung zwischen dem Fluorophorenpaar CFP und YP
am Beispiel eines FRET-SensorsDurch eine Konformationséanderung des Molekiils, diiech die Bindung eine
Liganden an der Bindungs-Doméane des Sensorprotedsiert wird, schwindet der Abstand zwischen Dengic
Akzeptormolekill. Durch die nun entstandene raurelidddhe steigt der FREHffekt aufgrund seiner direkt
Abhangigkeit zum Abstand der beiden Molekule. Eims#}eg der Ligande#onzentration und ein damit einhergehel
Anstieg der FRET-Effizienz, sorgt fir eine erhéhtiezéptor-Emission mit gleichzeitiger Abnahme der BeBEmissior
(links). Bei Abnahme der Ligandenkonzentration viras sich entsprechend umgekehrt (rechts).Bfld:

1.4 Die FRET-Sensoren

In dieser Arbeit kamen drei verschiedene FRET-besi®ensorproteine zum Einsatz, welche
in der Lage sind, die Anwesenheit ihres jeweiliygranden durch eine Anderung des FRET-
Signals sichtbar zumachen. Die beiden ATP-Sensmarsygs ATPFS1 und ATPFS2, der
Kalziumsensor Cameleon und die beiden cAMP-Sendgépaicl und Epac2.

1.4.1 Die ATP-Sensoren

Um zu verstehen wie ATP an zellularen Prozesselmirtent, wurden an der Kyoto
Universitat in der Arbeitsgruppe von Hiromi Imamunsgerschiedene, proteinbasierte
Biosensoren entwickelt, die eine Detektion diesestadoliten in hoher r&dumlicher und

zeitlicher Aufldsung moglich mach&h
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Abbildung 7: Schematische Zeichnung eines AT-Sensors des Typs ATPFS:Die Fluorphore CFP (m&#+P) und YFI
(cp173-mVenus) sind C- bzw. N-Terminus mit dddntereinheit der ATP-Synthase aBacillus subtilisverkniipft. Donc
und Akzeptor werden durch Bindung von ATP in rauhdidNdhe zueinander gebracht. Dieses Verhalten fithgine
Steigczegrung der FRET-Effizienz und gibt denolkkiil durch die Messbarkeit dieser Anderung s&geasoreigenschaf
Bild:

Fur die Entwicklung dieses ATP-Sensors des Typs PSPwurden eine Variante des Cyan
(tarkis) fluoreszierenden Proteins, mseCRiiiomeric super-enhanced OFnd mVenus
(monomeric Venyseine Variante des gelb fluoreszierenden Prot&iRB, als Donor- und
Akzeptor-Paar verwendet. Diese wurden jeweils am Ne bzw. C-Terminus einer ATP-
bindenden Domane angebracht. Diese Domane ist eorz-dntereinheit der §-ATP-
Synthase verschieden®&acillus Spezies abgeleitet. Um bei der Detektion ein mbgtic
grof3es Spektrum an ATP-Konzentrationen abdeckemoen, wurden verschiedene ATP-
Bindungsdoménen entwickelt, die sich in ihrer Attt fir ATP unterscheiden. Fur den
Sensor mit der hochsten Affinitat wurde didJntereinheit aus der thermophil®acillus
Spezies PS3 verwendet. Diese besitzt die FahigkER, im niedrigen, mikromolaren Bereich
zu binden und wird aufgrund ihrer Herkunft als Pi8&eichnet. Die Sensoren mit einer
Affinitat fur ATP im millimolaren Bereich wurden meinere-Untereinheit versehen, die aus
Bacillus subtilis stammt. Sensoren mit dieser Bindedomane erhiettem Namen Bs.
Zusatzlich zu diesen beiden ATP-bindenden Domanameveine weitere Domane erzeugt,
die die Fahigkeit zur ATP-Bindung verloren hat udié als Nullkontrolle dient. Hierfur
wurden zwei Punktmutationen in die Sequenz der Bsy@ne eingeflgt. An den Stellen 122
und 126 besteht bei einer Bindung des Molekils @R Ain direkter Kontakt zwischen zwel
Arginin-Resten und dem- und B-Phosphaten des ATPs. Durch Austausch dieser beiden
Aminosauren an den Stellen 122 und 126 mit zweirlgys verlor die sogenannte RRKK-
Variante ihre Affinitdt zu ATP und kann somit fuine Darstellung des Basis-FRET

verwendet werden, der zustande kommt wenn keinduBig von ATP stattfindét
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Die Verwendung von CFP und YFP als Fluorophorenpa# es in den meisten FRET-
basierten Sensorsystemen der Fall ist, birgt aflged auch Probleme. Eine ungunstige
Eigenschaft dieses FRET-Paars ist, dass die Emissio Donor und Akzeptor einen grol3en
Uberlappungsbereich aufweisen. Eine solche Ubeesghng fiihrt zu einer Abschwéachung
der FRET-Ratio, da ein Teil der im Kanal der AkoegEmission gemessenen Fluoreszenz
durch direkte Emission des Donors verursacht widdswegen wurden alternative FRET-
Paarungen untersucht, die fur die vielen Anwendbageiche von FRET-Messungen besser

geeignet sind.

p=

—CFP ex —==YFP ex
—CFRPegm = 0@ Here YFP em
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o
o
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Wavelength (nm)

=)
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1.0 4 P
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o
o

0.0 i = T 1
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der Fluoreszenzspektren debeiden verwendeten Dono-Akzeptor-Paare Die
Emissionsspektren von CFP und YFP weisen zwisch8rug@ 550 nm einen segroRen Uberlappungsbereich auf. D
Uberschneidung der beiden Spektren kann bei eiresivhg von einer hohen Fehlerbelastung betroffien Sen dies z
umgehen, wurde ein neues Fluorophorenpaar an die-Bifidedomane angefiigt. Bei diesem neuen PaaxeClanc
mRuby? zeigt sich eine deutlich bessere Trennungedesiligen Emissionsspektren. Bilt:

Entwickelt wurden die zwei fluoreszierenden Pratei@lover und mRuby2, die mit der
starksten Grin- bzw. Rotfluoreszenz ausgestattad, silie bis dahin bei Fluorophoren
gemessen wurde Konstrukte, die mit diesen beiden Fluoreszenz-Broen ausgestattet sind

werden im Folgenden als ATPFS2 bezeichnet.

1.4.2 Der Kalzium-Sensor Cameleon

Die Anwesenheit von extrazellularem ATP und dieadar resultierende Aktivierung des
P2X7 Rezeptors fihrt zu einem Anstieg des Kalziueggds in der Zelle. Um die Dynamik
dieser Konzentrationsanderung messen zu konnergewder Kalzium-Sensor Cameleon

entwickelf®. Die beiden Fluorophor-Domanen CFP und YFP siriddlesem Sensorsystem

11
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an Calmodulin (CaM), ein Kalzium-bindendes Proteid an eine M13-Domane gekoppelt.
M13 ist ein Peptid, das in Anwesenheit von KalziGamodulin bindet. Die Bindung fiihrt
zu einer Konformationsdnderung des Proteins, besidé die beiden Fluorophore einander
annahern, wodurch der FRET-Effekt erhoht wird

430 nm
440 nm Cam

M13
cFP dmﬂn‘“'w =
-C.a-"“+d Ca’t [}

440 nm FRET

o a
A
Cig 1
% 530 nm

-
Abbildung 9: Schematische Darstellung des Camele-Sensorproteins zur Detektion von Kalziunm Unter de
Verwendung der Bindungsdomane Calmodulin (CaM) wirdAmvesenheit von Kalzium eine Konformationsande

induziert. Unter Bindung von Kalzium interagiert Caldalin mit M13, was Grund fir diese Anderung demméicher
Struktur ist und somit fiir einen erhéhten Energiasfer zwischen CFP und YFP verantwortlich ist. Bitd:

1.4.3 Epacl und Epac2 zur Messung der cAMP-Konzerdtion in der Zelle

Nach dem gleichen Prinzip wie der Kalzium-Sensomé&aon wurden auch die beiden
Sensoren Epal und EpaeX¢ange protein directly activated by cAM@nNstruiert, um einen

Anstieg der cAMP-Konzentration in der Zelle verfetg zu kdnnen. Dabei sollen

Veranderungen der intrazellularen cAMP-Konzentrataiazu dienen, Veranderungen des
Nukleosids Adenosin im extrazellularen Raum angyerei da Adenosin in Anwesenheit des
ADORA2A-Rezeptors zu einem Anstieg von cAMP fuNkie schon bei den beiden anderen
Sensorsystemen, wurde auch hier eine Bindedoméamelem zwei Fluorophorproteinen CFP
und YFP flankiert. Als Bindedoméane wurde in diedeatl humanes Epac verwendet. Anders
als bei den Sensoren fur ATP und Kalzium fiihrt Biledung eines Liganden an Epacl und
Epac2 zu einer Konformationsanderung, die den Alostavischen CFP und YFP vergrofiert.
Bei erhohter cAMP-Konzentration kommt es daher zinere Verringerung des

Energietransfers zwischen CFP und YFP. Die AbnatiendDonorfluoreszenz geht in diesem
Fall mit einer Zunahme der Akzeptorfluoreszenz einAnhand dieser Eigenschaften konnen

intrazellulare cAMP-Level direkt anhand der Donda&ptor-Ratio berechnet werd&it233
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Abbildung 10: Schematische Zeichnung eines cAN-Senso-Proteins. Die Sensoren des Typs Epacl und Epac2 b
cAMP durch eine cyclische Nukleotid-bindende-Dom&f&NBD), die zwischen dem FRET-Donor-Akzepfaa
eingefiigt wurde. Die Bindung von cAMP an diese Domisnluziert eine Anderung der Konformation im Malgkvelche
den Abstaggl zwischen den beiden Fluorophoren vBegtdund somit zu einer messbaren Verringerung-&RsT Effekts
fuhrt. Bild:

1.5 Das Prinzip der Sniffer-Zellen

Ein weiteres Detektionssystem, das in dieser Anbeiersucht werden sollte und fir dessen
Entwicklung ebenfalls FRET-Sensoren verwendet wurd#nd die sogenannten Sniffer-
Zellen. Sniffer-Zellen sind Biosensoren, mit dekditfe extrazellulare Nukleotide wie ATP
und Adenosin direkt nach der Ausschittung von ardetellen mikroskopisch sichtbar
gemacht werden sollen. Die Messung beruht darass die Sensorzellen einen purinergen
Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen, der eine Wdfimitat fir das zu messende Nukleotid
aufweist. Die Aktivierung des Rezeptors bewirkt mlam der Sensorzelle eine Anderung der
Konzentration eines Metaboliten (Kalzium oder cAMM)e durch Messung der FRET-
Effizienz sichtbar gemacht werden kann.

Ziel dieser Arbeit war es, sowohl Sniffer-Zellerr fdie Detektion von ATP als auch von
Adenosin, unter Zuhilfenahme verschiedener FRETeb@s Sensorproteine zu entwickeln.
Sie sollten es ermdglichen, die Bedingungen, udtzien eine gesteigerte Ausschuttung
dieser Molekule stattfindet, genauer zu untersucbéa Bindung von extrazellularem ATP
an den P2X7-Rezeptor fuhrt zu einem gesteigertasti®im von Kalzium in die Zelle. Dieser
Kalzium-Anstieg kann in der Sniffer-Zelle durch déalzium-Sensor Cameleon, durch eine
gesteigerte FRET-Effizienz sichtbar gemacht werderalog dazu funktioniert das System
der Adenosin-Sniffer-Zellen. Hier wird der Anstiggn cCAMP durch eine Verringerung des
FRET-Effekts des Epac-Sensorsystems aufgezeicHDet. Sniffer-Zelle detektiert die

Anwesenheit von extrazellularen Nukleotiden wie ARl Adenosin also Uber die indirekte

13



Einleitung

Messung einer intrazellularen Konzentrationsandgrder second Messenger Kalzium und
CAMP3*%

Lew FRET

Low FRET
ATP-Sniffer-Zelle Adenasin-Sniffer-Zelle

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Aktivieung von Sniffer-Zellen durch extrazellulares ATP unc
Adenosin. Fibroblasten werden mit einem purinergen RezepR2X{ oder A2A) sowie mit einem FRESensc
(Cameleon oder Epac) kotransfiziert. Die ATP-Sniffetle (links) reagierauf Bindung von extrazellularem ATP an P
mit einem Anstieg von intrazellularem Kalzium, dkrrch den Kalzium-Sensor Cameleon detektiert wirig. Adenosin
Sniffer-Zelle (rechts)reagiert auf die Bindung vodefosin an den A2A-Rezeptor mit einem Arngtion cAMP, de
durch den cAMP-Sensor Epac detektiert wird. Bildo@hea Plundrich, 2014)
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2 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, durch den Einsatn FRET-basierten Sensoren,
verschiedene Detektionssysteme fur den Nachweiexteazellularen Nukleotide ATP und
Adenosin zu entwickeln. Zum einen sollte mit demelis etablierten ATP-Sensoren der
Gruppe von Hiromi Imamura gearbeitet werden, zumeasn sollte durch die Klonierung
zweier bicistronischer Sensor-Rezeptor-Konstruktée dGrundlage fur ein  neues
Detektionssystem fir Adenosin und ATP, den sogeteanrSniffer-Zellen, geschaffen
werden. Um eine lokale Messung von ATP an der Qimé von Zellen zu ermdglichen,
sollten die ATP-Sensorproteine durch Anfligen veestdmer Tags, moglichst effizient an
verschiedene Zellen gekoppelt werden. Fur einen@d@tung von sowohl Sensorproduktion
als auch -qualitat sollten zusatzlich verschiedérpressionssysteme auf ihre Effizienz hin

untersucht, sowie eine Methode fiir die Aufreinigaleg Proteine entwickelt werden.
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3 Material

3.1 Gerate

Bezeichnung Hersteller

Sicherheitswerkbank Thermo scientific, Darmstadt,

COy-Inkubator
Pipetboy
Fluoreszenzmikroskop
Lichtmikroskop
Neubauer Zahlkammer

Zentrifuge
Tischzentrifuge

Termocycler
Vortexer

PicoFugé
Wasserbad
Pipetten
Thermomixer
Spannungsgerat
Gelkammer

UV-Transilluminator
UV-Kamera

Waage

Stratacooler
Durchflusszytometer
Entwickler
Entwicklerkassette
Mikrowelle
Kuhlzentrifuge
pH-Meter
Magnetruhrer

Deutschland
SANYO, Moriguchi, Japan
BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
EVOS, Darmstadt, Deutschland
Zeiss, Jena, Deuschland
Marienfeld superior, Lauda Esimbfen,
Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Thermo scientific, Darmstadt,
Deutschland
MJ Research Inc., Quebec, Kanada
Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland
Stratagene, Darmstadt, Deutschland
GFL/LAUDA, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
peglab biotechnology, Erlangen,
Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschdan
Edas290 + DC290 Kodak, Rochester,
USA
Satorius, Gottingen, Deutschland
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
FACS Calibur, FACS Cantoll
AGFA HealthCare, Mortsel, Belgien
GE Healthcare, Buckinghampshlke
Miele, Guthersloh, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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3.2 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Pipettenspitzen 20 pL
Pipettenspitzen 200 pL
Pipettenspitzen 1000 pL
Serologische Pipetten 1 mL
Serologische Pipetten 5 mL
Serologische Pipetten 10 mL
Serologische Pipetten 25 mL
Mikroreaktionsgefalie 0,2 mL
Mikrokeaktionsgefal3e 0,5 mL
Mikrokeaktionsgefal3e 1,5 mL
Mikrokeaktionsgefal3e 2,0 mL
Kryoréhrchen

Zentrifugenréhrchen 15 mL
Zentrifugenréhrchen 50 mL

Zellkulturflaschen 25 mL
Zellkulturflaschen 75 mL
Petrischalen

FACS-Ro6hrchen
Zellkulturplatten (6 well)

SteriCups
Einmalhandschuhe
CellTris® 30 um
SDS-Gele

Sarstedt, Nurnbrecht tfxland

Sarstedt, Nurnbrechtt§adland

Sarstedt, Nurnbrechutéahdland

Falcon, Franklin IsakéSA

Falcon, Franklin IsakéSA

Falcon, FranklindsgkUSA

Falcon, FranklindsakJSA

Eppendorf AG, Hambgutschland

Eppendorf AG, Hambgutschland

Eppendorf AG, Hambgutschland

Eppendof AG, Hambirgutschland
Thermo scientific, Darmstadt,
Deutschland

greiner bio-one, Frickaugen,
Deutschland
greiner bio-one, Frickaunden,

Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutsctul
Gibco, Darmstadt, Deutsctul
Thermo scientific, Darmstadt,
Deutschland
BD Falcon, Heidelberg, Deutsathlan
greiner bio-one, Frichteausen,
Deutschland
Millipore, Darmstadt, Deutschland
Protege, Aurora, USA
Sysmex, Norderstedt, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

3.3 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

DMEM

RPMI

Trypsin

HEPES

L-Glutamin

Non-essential amino acids
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Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Sxuand
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Sodium pyruvate
DPBS
Trypan Blau

JetPEl
Isotone NaCl-Losung 0,9 %
Polybrene

Milchpulver

Agarose
50x TAE-Puffer
RotiSafe

6x DNA loading dye
GeneRuler, 1 kB
Carbenicillin

Puromycin

Zeocin

Western Blot Detection Reagents
Methanol

4x SDS loading Dye
MagicMark

BSA

ATP

D-Glucose
Methanol

Tween-20

CADO

Forskolin

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Polylus, Freiburg, Deutschland

B.Braun, Melsungenyt®ehland

Santa Cruz Biotech., Heidelberg,
Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fermentas, Darmstadt, Deutschlan

Fermentas, Darmstadt, Deurschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Invitrogen, Carsbad, USA
GE Healthcare, Bgtlamphire, UK

J.T.Baker Chemicals, Center Valley, USA

Life Technologies, Carlsbad, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA
Merk, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merk, Darmstadt, Deutschland
Merk, Darmstadt, Deutschland
ICI, Londonm, UK
Ag Tolosa, Immune regulation, UKE
Tocris bioscience, Bristol, UK
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3.4 Puffer

Puffer

Komponenten

MES SDS-Running-Buffer

Blotting Puffer

ECS-/-

ECS+/+

10 L Aqua dest.
500 mL MES SDS-Running-Buffer (20x)

50 mL Transferpuffer
100 mL Methanol

1 mL Antioxidans
849 mL Aqua dest.

10 mM Glucose

1 % BSA

15 mM HEPES

140 mM Natriumchlorid
5 mM Kaliumchlorid
Aqua dest.

ECS-/-
1 mM Magnesiumchlorid
1 mM Kalziumchlorid

3.5 Medien

3.5.1 Zellkulturmedien

Bezeichnung Komponenten
Einfriermedium 75 % FCS
10 % DMSO

DMEM - Komplett
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15 % Kulturmedium
Steril filtrieren

500 mL DMEM Medium

5 mL L-Glutamin (100x)

5 mL Sodium Pyruvate (100 mM)

5 mL Non-jessential amino acids (100x)
5 mL HEPES

5-10 % FCS



Material

RPMI — Medium

F17 — Medium

Transfektionsmedium (super HEK)

Feeding Medium

500 mL RPMI 1640

5 mL L-Glutamin (100x)

5 mL Sodium Pyruvate (100 mM)
5-10 % FCS

500 mL F17-Medium

10 mL L-Glutamin (4 mM)
5 mL Pluronic (0,1 %)
250 pL G418
5 mL FCS (1 %)

F17-Medium ohdd. &und FCS

250 mL Transfektionsmedium
20 % Trypton

3.5.2 Bakterienmedien

Bezeichnung

Komponenten

LB — Agar

LB — Medium

SOC — Medium (1L)

LB-Agar 40 g/L
Carbenizillin 1 mL/L

LB-Medium 25 g/L
Carbenizillin 1 m
Bacto-Fryptone 20 g/L
Bacto-Yeast extract 5 g/L
NaCl 0,5 g/L
1 M KCI 2,5 mL/L, M=74,55 g/mol
- bis 800 ml mit HO auffiillen
- pH auf 7,0 mit NaOH einstellen
- auf 970 mL mit HO auffillen
- Autoklavieren
1 M MgCl, 10 mL/L
1 M Glucose 20 mL/L
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3.6 Enzyme und Puffer

Enzyme Enzymaktivitat Hersteller

Restriktionsenzyme

Ncol 10000 U/mL New England BioLabs, IpswichiK U
Nhel 10000 U/mL New England BioLabs, Ipswici U
Notl 10000 U/mL New England BiolLabs, IpswichKU
Pacl 10000 U/mL New England BioLabs, IpswiclK U
Sall 200000 U/mL New England BioLabs, IpswithK

DNA-Polymerase

KOD-DNA-Polymerase 1000 U/mL Merk, Darmstadt, Bsaiiand
Ligase
T4-DNA-Ligase 100 U/mL Fermentas, St. Leon-Ra¢uBchland

5x In-Fusion® HD Enzyme 100 U/mL
Premix

Clontech® Laboras, Inc., Mountain
View, USA

Phosphatase

Antarktische Phosphatase 1 U/mL Fermentas, St-Raw, Deutschland
Reaktionspuffer

Buffer 2 New England BiolLabs, Ipswich, UK
Buffer 3.1 New England BiolLabs, Ipswich, UK
T4-DNA-Ligase-Puffer Fermentas, St. Leon-Rotut3ehland
3.7 Antikorper

Bezeichnung Markierung Hersteller

s-14-Rb-Fc unkon;j. AG Nolte, Molekulare Immungi®
antiGFP unkonj. Roche, Basel, Schweiz
Goat-anti-Rat FITC eBioscience, San Diego, USA
anti-Mouse HRP GE Healthcare, Buckinghampshiie,
s-14-Nanobody unkon,;. AG Nolte, Molekulare Immlogpe
s+16-Nanobody unkonj. AG Nolte, Molekulare Immlagpe
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3.8 Kit-Systeme

Bezeichnung

Hersteller

Plasmid Minikit
Nucleo-Spin Gel- and PCR-Cleanup

AminoLink® Plus Immobilization Kit
In-Fusion® HD Cloning Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
Macherey-Nagel Bnalm. KG, Duren,

Deutschland

Thermo scietifi®@armstadt, Deutschland
Clontech® Laboratoriesncl, Mountain

View, USA

3.9 Zelllinien

Alle Zelllinien wurden von der AG Haag und der Cdtacility am Campus Forschung des

UKE zur Verfigung gestellt.

Bezeichnung

Information

HEK

Platinum E

sp2/0

DC27.10
DC27.10 NOD
Super-HEK-Zellen

Adhéarente Zellen,

Adhérente Zellen

Suspensionszellen
Suspensionszellen
Suspensionszellen
Suspensionszellen

3.10 Primer

Primername 5'-3' Sequenz Annealing Temp.

INF_ProtG-F GGCGGCTCCGCGGCCGCAACCA 79,41 °C
CATACAAGCTCGTGATC

INF_ProtG-R ATTTACGTAGCGGCCGCCTACT 75,48 °C
CGGTCACGGTGAAGGT

INF_s-14-F_DoP GGCGGCTCCGCGGCCTCCATGG 81,31 °C
CCCAGGTGCA

INF_s-14-R_DoP ATTTACGTAGCGGCCTCATTAT 73,11 °C
GCGGCCCCATTCAGATC

INF_s+16-F DoP ACCCAAGCTGGCTAGCTTAAAC 75,21 °C
GCCGCCAACATGGGATG
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INF_s+16-R_DoP CCATGGTGGCGCTAGCGCTGCC 79,19 °C
GCCGCCACT

In-Fusion_pCDNA-F ATGGCCACAACCATGACTATAG 71,90 °C
GGAGACCCAAGC

In-Fusion_pCDNA-R TTATTTTATCGTCGAGGTGACAC 66,9€°
TATAGAATAGGGC

In-Fusion_p2x7-F TCCTGCAGGCCTCGAGATCCACT 74,31 °C
AGTCCAGTGTG

In-Fusion_p2x7-R CGCGCCGGCCCTCGATAGAAGGC 78,32 °C
ACAGTCGAGG

3.11 Software

FlowJo Version 9.4.3
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4 Methoden

4.1 Zellkulturmethoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Beglimgen unter einer Sicherheitswerkbank
durchgefuhrt. Zusatzlich wurden alle unter der iftank verwendeten Materialien mit 70 %-

igem Alkohol gesaubert, um Oberflachenkeime zueenéh.

4.1.1 Auftauen von Zellen

Vor dem Auftauen von Zellen wurde 5 mL Zellkultuingm in eine T25 Kulturflasche
gefullt und far 30 min bei 37 °C im Brutschrank gewarmt. Das Kryorohrchen mit den
gewulnschten Zellen wurde aus dem Stickstofftankogenen und fur den Transport auf
Trockeneis gelagert. Die Zellen wurden im Wasseibaid37 °C fur 90 s aufgetaut und im

Anschluss unter der Sicherheitswerkbank in die @aédrmte Zellkulturflasche Uberfihrt.

4.1.2 Einfrieren von Zellen

Vor dem Einfrieren wurde der Uberstand abgenomnmehdie Zellen, wie vor einer Passage
mit PBS gewaschen und abtrypsiniert. Durch die Begaon Kulturmedium wurde die
Wirkung des Trypsins deaktiviert. Die Zellen wurdsszenrifugiert, der Uberstand verworfen
und die Zellen in 1 mL Einfriermedium resuspendiéhn die Zellen keinem zusatzlichen
Stress auszusetzten, wurden diese ohne weitereshmischen in vorgekihlte und
beschriftete Kryoréhrchen tberfuhrt und fir 24 heinem Stratacooler bei -80 °C gelagert,

bevor sie in den Stickstofftank tberfihrt wurden.

4.1.3 Zellkultivierung und -passage

Die in Kultur befindlichen adharenten HEK-Zellen ndan in DMEM-Komplett-Medium in
T25- und T75-Zellkulturflaschen im Gonkubator kultiviert. Der Brutschrank hatte eine
konstante Temperatur von 37 °C und einen-G@halt von 5 %. Um zu verhindern, dass die
Zellen zu dicht wachsen, wurden diese alle dreivlis Tage gesplittet und in neue Flaschen
Uberfuhrt. Hierfur wurde altes Medium von den Zellentfernt und diese mit 3 mL PBS

gewaschen. Um die Zellen vom Flaschenboden zu légede 1 mL 1x Trypsin/DPBS
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zugegeben. Um die Zellen nicht zu schadigen, wdideReaktion nach dem vollstandigen
Ablosen der Zellen, moglichst schnell mit DMEM-Medi gestoppt und die Zellen in
Zentrifugenrdéhrchen Uberfuhrt, um sie bei 1300 fim5 min zu zentrifugieren. Nach dem
Resuspendieren des Zellpellet in 5 mL frischem Wuedium, wurden die Zellen verdinnt
in neue Zellkulturflaschen ausplattiert. Die Suspemnszellen wurden entsprechend ihrer
Zelldichte in neue Petrischalen mit 12 mL frisch&RMI-Medium Uberfihrt. Transfizierte
Zellen wurden durch ihre Antibiotikaresistenz weiselektiert und mit dem entsprechenden

Antibiotikum versetzt.

4.1.4 Sammeln von Uberstanden

Altes Medium von transfizierten HEK- und sp2/0-2ellwurde nicht verworfen, sondern zur
weiteren Untersuchung gesammelt. Die Uberstande dewur abgenommen und in
Zentrifugenréhrchen dberfihrt. Um Zelltrimmer zufemen, wurden sie fir 5 min bei
1300 rpm zentrifugiert und im Anschluss zur Aufbéwang in ein neues Zentrifugenrdhchen

gegeben. Gelagert wurden die Uberstande bei 8 °C.

4.1.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer Zahlkammnbestimmt. Um lebende von toten
Zellen zu unterscheiden, wurden diese mit TryphkntBangefarbt. Tryphan-Blau ist ein
saurer Farbstoff, der an Zellprotein bindet. To&dleh besitzen eine defekte Membran und
ermdglichen es, dem Farbstoff ins Zellinnere voringgn, wodurch sie eine dunkelblaue
Farbung erhalten und sich deutlich von den duratiselnden, lebenden Zellen hervorheben.
Fur die Farbung wurden 10 pL der Zellsuspension9@ituL Tryphan-Blau versetzt. Von
dieser Zell-Farblésung wurden 10 pL zwischen dias@latten der Zahlkammer gegeben und
unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Entsprechesrd\ebrdiinnung wurden die gezéhlten

Zellen mit 16 multipliziert.

4.1.6 Transfektion

Die verschiedenen Sensorproteine wurden zur Pramukih unterschiedliche Zelllinien
eingebracht. Hierfir wurde das Transfektionsreag¢etPElI verwendet, ein lineares

Polyethyleniminderivat, das die DNA mit einer posh Ladung umschlie3t, die an
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anionische Bestandteile der Zelloberflache binaet ber Endozytose ins Zellinnere gelangt.
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellespli¢tet, sodass die Konfluenz am Tag
der Transfektion ca. 50-60 % betrug. Unter der &icitswerkbank wurden zu 250 pL
sterilem NaCl entweder 6 pL jetPEl oder 3 ug DNAyg®men. Nach guter Durchmischung
wurde die jetPEI-NaCl-Losung zu der DNA-LAsung degye und nach kurzem Vortexen flr
30 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das alte Mwed der zu transfizierenden Zellen
abgenommen und durch frisches ersetzt. Nach debéatlon wurde die jetPEI-DNA-L6sung
langsam auf die Zellen getropft und vorsichtig gashi, woraufhin sie fur bis zu 48 h bei
37 °C und 5 % C@in den Brutschrank gestellt wurden. Der Erfolg @esnsfektion wurde
mit dem Evos-Fluoreszenzmikroskop und Durchflussngtrie kontrolliert.

4.1.7 Testtransfektion von Super HEK-Zellen

Vor der Transfektion der Super HEK-Zellen wurdeasd mitsamt ihnrem Medium aus ihrer
Petrischale entnommen, in eine Zentrifugenréhrahgerfihrt und fur 5 min bei 1300 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen undle Zellen in 5 mL
Transfektionsmedium resuspendiert. Die Zellen wardeneut abzentrifugiert, um sie im
Anschluss in 10 mL Transfektionsmedium aufzunehmed in einer neuen Petrischale
auszuplattieren. Wie bei der Transfektion von ndem# EK-Zellen erfolgte die Transfektion
von Super-HEK-Zellen mit Hilfe des Transfektionsgeaz jetPEl. In zwei
Mikroreaktionsgefallen wurden hier anstelle vonoset Natriumchlorid-Losung, 250 pL
Transfektionsmedium entweder mit 25 uL des Reagenader mit 10 pg der zu
transfizierenden DNA gemischt. Nach ausreichendarcBmischung wurde die jetPEI-
Losung zur DNA pipettiert und fir 30 min bei Raufmratur inkubiert. Im Anschluss wurde
die jetPEI-DNA-Mischung langsam auf die Zellen geft und durch kreisende Bewegungen
in der Petrischale verteilt. Die Zellen wurden ddmdei 37 °C und 5 % COin den
Brutschrank gestellt und nach 24 h mit 250 pL Fegdiledium versorgt. Nach bis zu 5

Tagen wurden die Zellen geerntet und zur GewinrdesgUberstands abzentrifugiert.

4.1.8 Retrovirale Transduktion

Ein retroviraler Vektor wurde dafur verwendet, rnigrales Genmaterial in eukaryotische

Zellen einzubringen. Dafur wurde das gewiinschte i@exinen retroviralen Vektor kloniert,

um im Anschluss durch Transfektion in eine eukasgbie Verpackungszelllinie eingebracht
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zu werden, welche in dieser Arbeit eine Platinurdefllinie war. Die Verpackungszelllinie
stellt die retroviralen Proteine fur die Verpackutgy Vektor-DNA her, welche dann in der
Lage ist Zellen zu infizieren. 24 h vor der Trantiolk wurden sp 2/0 Zellen in einer Dichte
von 1*1@ Zellen pro Well in einer 6-Well Platte mit 2 mL RIRMedium kultiviert. Nach 48

h wurde der Uberstand der zuvor transfiziertenifiat E Zellen abgenommen und in einem
Zentrifugenrohrchen fur 5 min bei 1300 rpm abzémgiert, woraufhin der Uberstand in ein
neues Zentrifugenréhrchen dberfihrt wurde. Das Muadder sp 2/0 Zellen wurde vor der
Transduktion entfernt indem es mit den Suspens@lgsz in einem Zentrifugenréhrchen
abzentrifugiert fir 5 min bei 1300 rpm abzentrikrgiwurden und anschlielRend verworfen
wurde. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen \foina des retroviralen Uberstands
resuspendiert (2 mL, 1,5 mL, 1mL) und auf 2 mL frigchem RPMI-Medium aufgefullt. In
jedes Well wurde zusétzlich 1 pL Polybrene gegeBetybrene ist ein kationisches Polymer,
das eine effizientere Bindung der viralen Glykopno¢ an die Rezeptoren der Zelloberflache
ermdglicht, da es nach Bindung an die Zelloberédie dortigen Ladungen neutralisiert. Der
Erfolg der Transduktion wurde mit dem Ecos-Fluoessmikroskop und

Durchflusszytometrie kontrolliert.

4.1.9 Zellvorbereitung fir die Durchflusszytometrie

Vor Analyse mit dem Durchflusszytometer wurden dglen von altem Medium befreit, mit
PBS gewaschen und abtrypsiniert. Die Zellen wuriderb min bei 1300 rpm zentrifugiert
und im Anschluss in einer Neubauer Zahlkammer [geaidn sie im Anschluss in einer
Dichte von 1*16-1*10° Zellen in FACS-Réhrchen zu verteilen. Um Mediungegu
entfernen, wurde einmal mit PBS gewaschen. Fir Kmgplung mit Antikbrpern wurden
diese in einer 1:1000 Verdiinnung zu den Zellentpgre und fir 30 min auf einem Roller
bei 4 °C inkubiert. In vielen Versuchen wurde imsghluss mit einem zweiten Antikorper
oder einem Uberstand inkubiert. In diesem Fall \wurevei Mal mit PBS gewaschen um
ungebundene Antikérper zu entfernen. Vor dem Mesaalen die Zellen erneut zwei Mal

mit PBS gewaschen und fir die Messung in 500 pL &E#§enommen.

4.1.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren Zoalyse von Zellen, welche dabei einzeln
in hoher Geschwindigkeit an einem Laser vorbei3itie. Es kénnen Eigenschaften wie
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GrolRe, Granularitat sowie unterschiedliche Farbnmgi fluoreszenzmarkierten Antikérpern
ermittelt werden. Unabhangig von den Fluoreszemrsighaften wird Licht von
unterschiedlichen  Zellen verschieden gebrochen. séie Brechung kann von
Durchflusszytometer durch zwei Detektoren gemesgenden. Durch das Vorwartsstreulicht
oder Forward Scatter (FSC) wird die GroRRe jeder einzelnen Zelle bestimias
Seitwartsstreulicht odebide Scatte(SSC) dient zum Messen der Granularitdt der Zellen
Gleichzeitig kdnnen Zellen, die mit fluoreszenzgabelten Antikbrpern oder direkt mit
bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurdaetektiert werden. Diese Farbstoffe
werden durch einen Laser angeregt und senden aef &ir den jeweiligen Farbstoff

charakteristischen Wellenlange zurtck.

4.1.11 Zell-Sorting

Um positive Protein-exprimierende Zellen von negati zu trennen, wurden diese durch
FACS-Sorting voneinander getrennt. Daflr wurden delen abtrypsiniert und mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden in gentamycinhaltigéhedium resuspendiert. Um
Zellagglutination zu verhindern, wurden die Zeldurch ein Zellsieb in ein 15 mL-Falcon-
Tube pipettiert. Um eine Anlagerung dieser Zellen der Wand des Falcon-Tubes zu
unterbinden, wurde dieses zuvor mit Medium auf minRoller beschichtet. Die Zellen

wurden auf Eis gelagert an die FACS Sorting Cord tdes UKE gegeben.

4.1.12 Zellkopplungsversuche

Um die Sensorproteine an die Oberflache von Zdliekoppeln, wurden diese mit den Zellen
inkubiert. Da nicht alle Sensorkonstrukte direktdas Zelloberflache binden konnten, wurden
diese mit einem Antikorper inkubiert, der in dergkaist die Sensorproteine an ihrem
ProteinG-Tag zu binden. Verwendet wurden fur di€spplung s-14-Rabbit-Fc, welches an
die ADP-Ribosyltransferase ARTC2 auf der Zellokiafile der DC27.10 NOD-Zellen bindet.
Bevor die Zellen mit diesem inkubiert wurden, wurdie Zellen 2 Mal mit PBS gewaschen
und in FACS-Rdhrchen gegeben. Im Anschluss wurderh. 2les Rabbit-Fcs auf die Zellen
gegeben und diese fur 30 min auf einem Roller inmlk&um inkubiert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert und 3 Mal mit PBS gewaschen, umebogdenen Antikorper zu entfernen.
Im Anschluss wurden 200 pL des jeweiligen Senstlifzetstandes auf die Zellen gegeben
und ebenfalls fur 30 min im Kuhlraum auf dem Rollekubiert. Sensoren mit einem
28



Methoden

Nanobody-Tag konnten direkt, ohne vorherige Kopglan einen Antikorper auf die Zellen
gegeben werden. Vor der FACS-Messung wurden dieZ& Mal mit PBS gewaschen und
fur die Messung in 500 pL PBS resuspendiert.

4.1.13 Messung der FRET-Kinetik mittels Durchflussgtometrie

Fur die Herstellung von ATP bzw. Adenosin reaktiveniffer-Zellen wurden HEK-Zellen
drei Tage vor der Messung mit dem Cameleon bzw EHee1/2-Sensoren und verschiedenen
Rezeptorsequenzen kotransfiziert. Am Tag der Megswirden die Zellen abtrypsiniert und
in FACS-RoOhrchen in 600 pL ECS-/- Puffer resuspemndiGleichzeitig wurden FACS-
Rohrchen mit jeweils 650 uL ECS+/+ bei 37 °C bis klessung warmgehalten. Die fur die
Stimulation der verschiedenen Rezeptoren verwendeéagenzien wie ATP, Forskolin und
CADO wurden auf Eis gelagert. Fur die FACS-Messwungden 50 pL der Zellsuspension in
eins der vorgewarmten FACS-RoOhrchen pipettiert got gemischt. Fir 90 s wurde der
Basis-FRET aufgenommen. Danach wurde moglichst edcheines der jeweiligen
Stimulantien in einer bestimmten Konzentrationegegeben und wiederum gut durchmischt.

In weiteren 90 s wurde nun eine zeitliche Anderdeg FRET-Effekts aufgezeichnet.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Restriktionsverdau

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann die ®ln bestimmten Stellen innerhalb
einer bestimmten Sequenz geschnitten werden. DgriRkensschnittstelle ist meist eine
kurze Sequenz aus vier bis acht Basenpaaren vondpmhischem Charakter. Fir den
Restriktionsverdau wurde 1 pg der Vektor-DNA bzwesdinserts mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnitten. Bei der Verwendumgn mehr als einem
Restriktionsenzym war es wichtig, einen Puffer zerwenden, der flr beide Enzyme

kompatibel war.
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Ansatz fir Restriktion
X ML Plasmid-DNA

2 uL Puffer

1pL Enzym

y uL HPLC-RHO

20 pL Ansatzvolumen

Der Verdau wurde fir drei Stunden bei 37 °C im Taeycler inkubiert. Im Anschluss

erfolgte fr 20 min eine Deaktivierung der Enzynee &b °C.

4.2.2 Dephosphorylierung des Vektors

Beim Schneiden von Vektor-DNA entstehen zwei zusilea kompatible Enden, die sich
durch Selbstligation wieder miteinander verbindémren. Um dies zu verhindern, wurde
nach dem Restriktionsverdau der 5’-Phosphat-RestMiktors enzymatisch entfernt. Dafir
wurden 1 puL Antarktische Phosphatase und 2 pL Rtadapepuffer zum Restriktionsansatz
des Vektors pipettiert und fur 1 h bei 37 °C im irhecycler inkubiert. Im Anschluss wird
das Enzym bei 65 °C fur 20 min deaktiviert.

4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels  Agarose-Gelelektrophorese kénnen DNA-Fragtme ihrer GrofRe nach
elektrophoretisch aufgetrennt werden. Durch dieatieg Ladung der DNA wandert sie von
der Kathode zur Anode, wobei groRere Fragmente em dengmaschigen Netz aus
Agarosepolymeren langer zuriickgehalten werden iatseke und dementsprechend weniger
weit laufen. Um ein 1 %-iges Agarosegel herzusteligurden 0,5 g Agarose in 50 mL 1x
TAE-Puffer in einer Mikrowelle in Losung gebrachim DNA-Fragmente anschlie3end im
UV-Licht sichtbar zu machen wurden zusatzlich Q)5 RotiSafe zur gelésten Agarose
gegeben. Das abgekihlte Gel wurde in eine Laufkanmge&egt und mit 1x TAE-Puffer
bedeckt. Vor dem Auftragen der Proben wurden drege4 pL 6x Ladepuffer gemischt.
Zusatzlich zu den Proben wurden 5 pL eines 1 kBeGRulers auf das Gel aufgetragen. An
die Gelkammer wurde fur 30 min eine Spannung vorivoa@ngelegt. Um die Banden im

Anschluss sichtbar zu machen wurde das Gel auflééqPlatte gelegt.
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4.2.4 Ligation

Durch die Ligation wurden die vorher enzymatiscpgdteten Vektor- und Insertfragmente
nach deren Aufreinigung und Quantifizierung miteider verknipft. Die Reaktion erfolge
unter Zugabe des Enzyms Ligase, welche die Verbigpdder 5-Phosphat- und 3'-

Hydroxygruppe der beiden Fragmente katalysiert. Raaktion erfolgt unter Verbrauch von
ATP. Die eingesetzte Vektormenge betrug 100 ng.NDeage an Insert-DNA wurde mit der

unten stehenden Formel berechnet.

I = 100 ng * E* Insert bp
1 Vektor bp

Ansatz fir Ligation Kontrollansatz
X UL Insert-DNA -
y 1L Vektor-DNA y uL Vektor-DNA
1,5 pL T4-Ligase-Puffer 1,5 pL T4-Ligase-Puffer
1 pL T4-Ligase 1 pL T4-Ligase
z pL HPLC-HO z pL HPLC-HO
15 pL Ansatzvolumen 15 pL Ansatzvolumen

Die Ligationsreaktion fand fur 2 h bei Raumtemparastatt, mit einer anschlieRenden
Enzymdeaktivierung fir 20 min bei 65 °C im HeizlKoc

4.2.5 Transformation

Zur Vervielfaltigung der DNA wurde das Ligationsdukt mittels Hitzeschocktransformation
in kompetente E.coli XL2-blue Bakterien eingebradbafir wurden 5-7 pL des Ligations-
bzw. Kontrollansatzes fir 20 min mit 50 puL der Baldén auf Eis inkubiert. Es folgte der
Hitzeschock, der fur 30 s bei 42 °C im Wasserbatifand und durch erneute zweiminutige
Inkubationen auf Eis unterbrochen wurde. Durch Begaon 250 pL vorgewdrmtem SOC-
Medium mit anschiel3ender einstiindiger Inkubatidnemem Schiittler bei 37 °C wurde den
Zellen Zeit zur Regeneration gegeben. Von jedenatiogsansatz wurden im Anschluss zwei
antibiotikahaltige Platten mit je 50 pL und 250 pulsplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im
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Brutschrank inkubiert. Um die Bildung von Kondensger zu verhindern, wurden die Platten

invertiert in den Brutschrank gestellt.

4.2.6 Retranformation

Eine Retransformation wurde nach der Sequenziemihginem Klon mit der besten Sequenz
durchgefuhrt, um daraus beliebig viele Miniprepgzhstellen. Dafir wurde 1 pL des
Minipreps dieses Klons mit 50 puL kompetenter E. edl2-blue Bakterien transformiert.
Nachdem die Platten Gber Nacht bei 37 °C im Brutsdh waren, wurden nur eine einzelne
Kolonie gepickt und fiir etwa eine Stunde bei 37al€ einen Schuttler vorinkubiert. Diese
Vorkultur wurde dann auf mehrere Tubes mit antikadtaltigem LB-Medium aufgeteilt und
zur Ubernachtkultur bei 37 °C und 220 rpm in eiBeuatschiittler gestellt.

4.2.7 Sequenzierung

Mittels DNA-Sequenzierung kann die unbekannte Serjuer klonierten Plasmid DNA auf
ihre Richtigkeit untersucht werden. Um diese Seguem bestimmen wurde die isolierte
Miniprep-DNA in einem Ansatz mit den entsprechenflamvard und reversePrimern und

HPLC-H,O gemischt, der zur Sequenzierung an die Fima BeglaGottingen geschickt

wurde.

Ansatz fir Sequenzierung

1,5 pg DNA
3 uLforward/reversePrimer
X uL HPLC-HO

15 pL Ansatzvolumen

4.2.8 In-Fusion® Klonierung

Die In-Fusion® Klonierung ist ein Verfahren fir emschnellen Transfer von verschiedenen

Insert-Fragmenten in einen Vektor. Das besonderaieser Methode ist, dass sie nicht

abhangig von ubereinstimmenden Restriktionsschelieés in den Vektor- und Insert-

Fragmenten ist. Vielmehr beruht diese Art von Késanhg auf eigens fir die verwendeten

Insert- und Vektor-Fragmente entworfenen Primera,dafir sorgen, dass sich beide DNA-

Strange an beiden Enden mindestens 15 homologegaase teilen. Zusatzlich erfolgt die
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In-Fusion® Ligation mit Hilfe eines Enyms, dass datsprechenden DNA-Fragmente

miteinander verbindet, indem es prazise diese Beii@aare am deren Ende erkennt.

1. Linearisierung des Vektors
-

2. Primerdesign

3. Amplifikation des Inserts

PCR-Produkt

|

4. Gel-Aufreinigung

5. Infusionreaktion - .
15 min 50 °C > @

4, Transformation des Ligantionsmix in kompetente XL2-blue Baktenen

Abbildung 12: Schematischer Ablauf einer I-Fusion® Klonierung. Diese Art der Klonieung beruht nicht auf passen:
Restriktionschnittstellen auf der Vektor- bzw. IndeNA, sondern auf der Amplifikation der Insdftagmente mit selk
entworfenen Primern, welche im Anschluss in eimegdrisierten Vektor eingefligt werden. Bild: (DomrdhPlundrich, 2014)

Im ersten Schritt der In-Fusion® Klonierung wurder &/ektor enzymatisch linearisiert. Fur
diesen Schritt wurde das Protokoll eines Restmigwerdaus mit den entsprechenden
Enzymen verwendet. Der einzige Unterschied bestimoh, dass der Vektor im Anschluss
nicht dephosphoryliert werden musste. Gleichzeitigde mit dem Insert-Vektor und den
vorher entworfenen Primern eine PCR zur Verviajahg des Insert-Fragments
durchgefuhrt. Beide Anséatze, PCR- und Restriktinoeatz wurden auf ein Agarosegel
aufgetragen und die passenden Banden durch eimaii@higung vom Gel befreit. Fir die
In-Fusion® Ligation wurde das vom Hersteller mitgidrte Enzym verwendet. Die
eingesetzten Mengen an Insert- und Vektor-DNA warae den vom Hersteller angegebenen

Empfehlungen berechnet.
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Ansatz fir In-Fusion® Ligation

10-200 ng PCR-Fragment
50-200 ng linearisierter Vektor
2 pL In-Fusion® Enzym

X uL HPLC- HO

10 pL Ansatzvolumen

Die In-Fusion® Ligation erfolgte fur 15 min bei 3G in einem Heizblock. Der Ansatz wurde

im Anschluss auf Eis gelagert und spater transfemmi

4.2.9 PCR

Die fur die In-Fusion® Klonierung verwendeten Irtsavurden mittels PCR amplifiziert. Mit

Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion konnen DNA-fFnagte gezielt vervielfaltigt werden.

Zunachst wird der DNA-Doppelstrang bei 95 °C aupgdten, um so das Anlagern von
kurzen synthetischen Oligonukleotiden (Primer) zaundglichen. Im Anschluss an die

Denaturierung des DNA-Strangs folgte das Annealingl, dem sich die Primer an den
offenen Strang anlagern. Die Temperatur mussteeg@lgit werden, um eine Hybridisierung
mit dem DNA-Strang zu ermdglichen. Gleichzeitig sidéese Bindung auch spezifisch sein.
Fur das erstellte PCR-Programm wurden deswegen zveeschiedene Annealing-

Temperaturen gewahlt. Zuerst wurde die Schmelztesyredes genspezifischen Teils des
Primers gewé&hlt, um eine moglichst spezifische Bigl zu gewéhrleisten. Im Anschluss
daran erfolgten die Zyklen mit der Schmelztemperatas gesamten Primers. Fiur die
Elongationsschritte wurde eine Temperatur von 7@é@ahlt. Bei dieser Temperatur hat die
KOD-Polymerase ihr Aktivitatsoptimum und ist in deage einen neuen DNA-Strang,
komplementér zum Matrizen-Strang, zu bilden. Ireginfinalen Elongationsschritt wurden
nach dem letzten Zyklus bei 70 °C alle verbleibenBezelstrange aufgefillt. Im Anschluss

an die PCR wurde die Probe bei 4 °C gelagert.
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Ansatz fur PCR

32 pL HPLC-HO

5 UL dNTPs

5 uL KOD-Buffer

2 uL MgSQ (1,5 mM)

1 pL KOD-Poymerase

2 pL forward primer (10 mM)
2 UL reverse primer (10 mM)
1 uL DNA (1 ng/uL)

50 puL Ansatzvolumen

PCR-Programm

95 °C 120's

95 °C 20s -

x °C 155 . 10x
70 °C 155 B

95 °C 20s -

y °C 15s - 20x
70 °C 155

70 °C 10s -

4 °C Kihlung

x = Annealing Temp. der genspezifischen Primersezjue

y = Annealing Temp. des ganzen Primers

4.2.10 Aufreinigen von DNA

DNA-Gelextraktion

Um die DNA, die mittels Agarosegelelektrophorese @FolRe nach aufgetrennt wurde,

wieder aus dem Gel zu befreien, wurden die enthprete Banden mit einem Skalpell, das

vorher mit Ethanol sterilisiert wurde, ausgesclenittDiese wurden im Anschluss mit dem

NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kit der Firma Maely-Nagel aufgereinigt. Bei der

Durchfuhrung wurde das mitgelieferte Herstellerpkoll befolgt. Die Konzentration der

aufgereinigten DNA wurde im Anschluss mit dem Narmigemessen.
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Miniprep

Die Plasmidpraparation ist ein Verfahren, um PlasBINA aus Bakterien zu extrahieren und
aufzureinigen. Daflr wurden mehrere Kolonien dangformierten Bakterien gepickt und in
5 mL antibiotikahaltigem LB-Medium Uber Nacht bev¥ 3C und 220 rpm in einem
Schittelinkubator kultiviert. Bei der Isolierung rdeekombinanten DNA wurde das
mitgelieferte Herstellerprotokoll befolgt. Die Kogratration der aufgereinigten DNA wurde

im Anschluss mit dem NanoDrop gemessen.

Ethanolprdzipitation
Die Ethanolprazipitation wurde verwendet, um die ABufzureinigen und zusatzlich eine
Aufkonzentrierung zu erreichen. Dafir wurden medrBhinipreps vereinigt und mit dem

dreifachen Volumen an 100 %-igem Ethanol gemischi. dem neu entstandenen
Gesamtvolumen wurdclala einer 3 molaren Natriumacetatlosung gegeben. Naicdr 30

minutigen Inkubation bei -20 °C wurde die Losung f® min bei 4 °C und 14000 rpm in
einer Kihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstandrde abgenommen und das Pellet mit 150
ML 70 %-igem Ethanol gewaschen, woraufhin wiedar I0 min unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert wurde. Der Uberstand \wuedheut entfernt und das DNA-Pellet
in 50 pL TE-Puffer resuspendiert. Die Konzentratidar DNA wurde am NanoDrop

bestimmt.

4.2.11 Analyse von Nukleinsauren

Quantitative Nukleinsdurebestimmung

Eine quantitative Analyse der gewonnenen DNA wurdieHilfe der UV-VIS-Spektroskopie
am NanoDrop 2000 durchgefiihrt. In ihrem Grundzustaesteht DNA aus zwei helikal
gewundenen Desoxyribose-Strangen, deren kompleneentd Basen durch
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verknlpfi.sAus dieser Struktur ergeben sich
die UV-Absorprionseigenschaften mit einem Peakmarmbei 260 nm. Die Konzentration
der DNA wurde aus der gemessenen Absorption beinbéach dem Lambert Beer’'schen
Gesetz bestimmt, nach welchem eine Absorption voriner DNA-Konzentration von

50 ng/pL entspricht.

Qualitative Nukleinsdurebestimmung
Die haufigsten Verunreinigungen in DNA-L6sungen der durch Proteine verursacht.

Proteine haben ihr Absorptionsmaximum bei 280 norcB Bestimmung des Quotienten der
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Absorption bei 260 nm und 280 nm konnte die Reinken Nukleinsauren bestimmte
werden. Wenn dieser zwischen 1,8 und 2 liegt betti@Reinheit 70-95 %.

4.2.12 SDS-Page

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese hareekich um eine Aufreinigungsmethode,
bei der Proteine in einem Gel ihrer Gréf3e nach ettggnt werden. Es wurden dafir Gele
verwendet, die aus quervernetzten Acrylamidmolekidén dreidimensionales Netzwerk
bilden. Durch dieses Netzwerk werden grof3e Protegiaeh Anlegen einer Spannung, starker
zurtickgehalten als kleinere und wandern deswegegs#mer durch das Gel. Auf dem Gel
entstehen so fur unterschiedlich grol3e Molekildgldduwoneinander abzugrenzende Banden.
Um die Proteine mit einer gleichermaf3en negativaeuing zu versehen wurden diese vor der
Auftrennung mit SDS versehen.

Fur die Probenvorbereitung wurden 10 pL von veestdmen Zelliberstdnden unter der
Sicherheitswerkbank in MikroreaktionsgefalR3e tGbetfiund mit 10 puL 2x SD%oading Dye
versetzt. Zuséatzlich wurden unter dem Abzug 2 pLTOReducing Agentzu den Proben
pipettiert, um diese im Anschluss fir 10 min bei®@im Hitzeblock zu denaturieren. In die
Gelkammer wurden 12 %-ige Bis-Tris Fertiggele ebyg. Der Gelzwischenraum wurde mit
MES-Puffer und 500 pL Antioxidans befullt. Um dieelé zu beladen, wurden die Kamme
entfernt und 5 pL eines Proteinstandards in dite @rasche pipettiert. Die restlichen Taschen
wurden mit je 22 pL Probe befillt. Fur die Proteiftieennung wurde fir 30 min eine

Spannung von 200 V angelegt.

4.2.13 Western Blot

Der Western Blot ermdglicht eine Identifizierunghes gesuchten Proteins innerhalb eines
Proteingemisches. Dafir werden die Proteine nacidirennung in einem Gel von diesem
auf eine Membran Ubertragen, um auf dieser naclggeni zu werden. Dieser Nachweis
gelingt in der Regel durch Verwendung eines Anfileds, der spezifisch an antigene Epitope,
des auf der Tragermembran fixierten Proteins bindefgrund dieser Art der Detektion
spricht man beim Western Blot auch haufig von einemmunoblot. Noch wahrend die
Proteinproben durch das SDS-Gel laufen, wurderfidielen Aufbau der Blotting-Kammer
notigen Schwamme, Filterpapiere und die NC-Membramlotting Puffer eingelegt. Die
Membran, auf die das Protein wahrend des BlotstigmsEm wurde, heil3t PVDF-Membran.
Diese wurde fur etwa eine halbe Minute unter Sclkeenin Methanol aktiviert und im
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Anschluss in Blotting Puffer gelagert. Nachdem @edelektrophorese gestoppt wurde, wurde
auch das Gel, um den Laufpuffer zu entfernen fisael min in Blotting Puffer gelegt. Der

Aufbau der Kammer wurde wie in der Skizze dardkstergenommen.

Sehwilmme
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Abbildung 13: Schematischer Aufbau einer Blottingkammer fur Westen Blots. Die Proteine werden in eine
senkrechten Aufbau vom SDS-Gel auf die PVEmbran tbertragen. Dabei wandern die Proteineléktréschen Feld i
der Richtung der Anode und bleiben durch hydrogh@lechselwirkungen auf der Oberflache der Memb#émgén. Bilo
(Dorothea Plundrich, 2014)

Die Blotting-Kammer wurde in eine SDS-Kammer eingébund im Inneren mit Blotting
Puffer befillt. Da der Transfer der Proteine dutalitblasen beeintrachtigt werden kann,
wurden diese vorsichtig herausgeklopft. Um ein Uhieen der Kammer wahrend des Blots
zu vermeiden, wurde die aul3ere Kammer zu einentldritit VE-Wasser gefillt. Der Blot
erfolgte fur 1,5 h bei 30 V sowie 300 mA. Um derspezifischen Hintergrund zu blockieren,
wurde die PVDF-Membran nach dem Blot, mit der Bhgfseite nach innen, in ein 50 mL
Falcon-Tube mit etwa 10 mL 5 %-iger Milchpulverléguin den Kihlraum auf einen Roller
gelegt. Blockiert wurde Uber Nacht. Der Nachweis dsuchten Proteins erfolgte am
nachsten Tag mittels Immundetektion. Dafir wurde diembran zuerst mit einem
Primarantikorper inkubiert, der spezifisch an dasughte Protein bindet. Es wurde ein anti-
GFP-Antikérper in einer 1:1000 Verdiinnung verwendeéeser wurde zusammen mit 5 %-
iger Milchpulverlésung und 2,5 % Tween 20 fir 1,auf einem Roller inkubiert. Tween 20
verhindert als oberflachenaktives Detergenz unfipelze Bindungen von Antikérpern. Nach
der Inkubation wurde die Membran, um unspezifisebumndene Antikérper zu entfernen, 3
Mal fur je etwa 2 min mit 1xTBS-Puffer auf einemIRo gewaschen. Danach wurde fir 1 h
mit einem Sekundarantikorper und 2,5 % Tween 2Qilohpulverlésung inkubiert. Es wurde
ein anti-Maus-Antikoérper in einer Verdinnung vodd00 verwendet, da dieser spezifisch an
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die Fc-Region des Primarantikorpers bindet. Nadsati zweiten Inkubation und etwa 6
Waschschritten erfolgte die endgultige Detektioafild wurde die Membran aus dem Falcon-
Tube entnommen und in eine Schale gelegt, um dart dtwa 2 min mit den
Detektionsreagenzien 1 und 2 zu reagieren. Die Memiwurde im Anschluss méglichst
luftblasenfrei in Frischhaltefolie verpackt undeémer Entwicklerkassette, welche zuvor kurz
in hellem Licht aktiviert wurde, fixiert. Dargedtel wurde der Blot auf einem
Chemilumineszenzfilm, welcher unter keinen Umsténilelichtet werden durfte. Aus diesem
Grund wurde beim Entwickeln nur unter Rotlicht dematet. Daftr wurde der Film fir etwa
15-25 s auf die in der Kassette fixierte Membrategfeund diese fest verschlossen. Nach
verstrichener Zeit wurde der Film aus der Kassggtgommen und in den Entwickler gelegt,
in dem er mehrere Bader mit unterschiedlichen Lgsandurchlauft, durch die der Blot

entwickelt, fixiert und im Anschluss abgewascherdwi

4.2.14 Aminolink

Um eine Mdglichkeit zu schaffen, die Sensorprotess den geernteten Uberstanden zu
isolieren, wurden Sepharose-Beads mit Antikbrpekogpelt, die eine hohe Affinitat flir den
Sensor besitzt. Es wurde ein anti-GFP-Antikdrpeweadet, welcher mit dem AminoLink®
Plus Immobilization Kit an die Oberflache der Begabracht wurden. Daflr wurde das vom

Hersteller bereitgestellte Protokoll verwendet.

4.2.15 Aufreinigung der Sensorproteine mittels Amiolink-Sepharose-Beads

Die gekoppelten Beads wurden fir die Aufreinigurey &ensorproteine verwendet. Daflr
wurden etwa 30 puL der Bead in ein Mikroreaktiond@efiegeben und 2 Mal mit 500 pL
PBS+/+ gewaschen. Es wurden 200 pL des jeweiligeersfands zu den Beads gegeben und
fir 30 min auf einem Roller mit diesen inkubieradk der Inkubation wurden die Beads fur
etwa 10 s bei 2000 rpm abzentrifugiert. Der Ubeidtavurde fiir eine spatere Kontrolle
aufbewahrt. Im Anschluss wurde die Matrix mit jelsés00 pL 0,5 %igem Triton X-100 in
PBS+/+ gewaschen. Es wurde 2 Mal kurz durch lexcl@ehwenken des Reaktionsgefaldes
und 2 Mal lange fur etwa 3 min auf einem Roller gesshen. Zum Schluss erfolgte noch ein
letzter Waschschritt, fir den nur PBS+/+ verwendatde. Der Uberstand wurde nach jedem
Schritt verworfen. Um die Proteine von der Matrix eluieren, wurde 20 pL 2x SDS-
Probenpuffer und 2 uL DTT zugegeben und die Prdbed0 min bei 70 °C erhitzt. Um zu
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vermeiden, dass Beads mit auf das Gel gelangterdender Uberstand vor dem Auftragen

auf das SDS-Gel vorsichtig abgenommen.
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5 Ergebnisse
5.1 Analyse von ATPFS1-transfizierten HEK-Zellen

Um die Eigenschaften der ATP-Sensoren genauer sudieen zu kénnen, wurden mit
ATPFSL1 stabil transfizierte HEK-Zellen in Kultur ggmmen. Die Zellen waren bereits mit
einem der drei Sensorkonstrukte PS3, Bs und RRKWiesmit einem pcDNA3.1-zeo-Vektor
kotransfiziert. Letzterer enthélt eine Resistengegedas Anibiotikum Zeocin, so dass in
Anwesenheit von Zeocin transfizierte Zellen beiejeBassage positiv selektiert wurden. Die
ATPFS1-Konstrukte enthielten den ProteinG-Tag ume dellen sollten daher l6sliches
Sensorprotein in den Uberstand sezernieren. UnEflizienz der Expression von ATPFS1
qualitativ zu beurteilen, wurden die Zellen unteend Evos-Mikroskop auf ihre

Griunfluoreszenz untersucht.

A B C

D E F

G H |

Abbildung 14: Mikroskopische Kontrolle der Transfektionseffizienz der HEK-ATPFS1-Zellen. Positiv transfiziert
Zellen koénnen aufgrund ihrer Grinfluoreszenz untiem EvosFluoreszenzmikroskop detektiert werden.
unterschiedlichen ATPFS1-Sensorkonstrukte wurdesammen mit einem pcDNA3.1-zeo-Vektor in HE€Her
eingebracht. In den einzelnen Spalten sind vonslinkch rechts, die HEK-Zellen ohne Griinanreg(®y@,G), mit
GrunanregungB,E,H) und ganz rechts im OverlafC,F,I) zu sehen. In den Reihen von oben nacterursind di

verschiedenen, in die Zellen eingebrachten Sensetkakte, RRKK(A-C), Bs (D-F) und PS3(G-I) dargestellt. Di
Grunfluoreszenz im Overlay lasst auf eine erfolgrei Transfektion schlie3en.
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Anhand der in Abbildung 13 gezeigten Griunfluoregzdar transfizierten HEK-Zellen lasst
sich auf einen erfolgreichen Transfektionsverlafligl3en. Um eine quantitative Aussage im
Bezug auf die Sensor-exprimierenden Zellen macherkdnnen, wurde zusatzlich eine
FACS-Analyse der Zellen durchgefinhrt.
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Abbildung 15: FACS-Analyse der mit ATPFSI-Sensoren transfizierten HEk-Zellen. Als Kontrolle fiir die Messur
wurden untransfizierte HEK-Zellen verwend@), da sie im Gegensatz zu den Sensamsfizierten Zellen iber keine eig
Griinfluoreszenz verfiigen. Durch die Eigenfluoregzder transfizierten Zellen mussten diese vor derssving nicl
angefarbt werden. Bei der Messung wurde die Grurdgkmenz (GFP) gegen dé&mrward Scatter(FSC) gemessen.
wurden nacheinander PS®), Bs-(C) sowie RRKK-transfizierte HEK-Zelle(D) gemessen. Sowohl PS3- als auch RRKK-
transfizierte Zellen zeigen eine Population vonae80 % GFP-positiv Zellen. Im Vergleich dazu sirdhezu 100 % der Bs-
transfizierten Zellen GFP-positiv.

Durch die FACS-Analyse konnte eine quantitative gage Uber die Transfektionseffizienz
gemacht werden. RRKK bzw. PS3-transfizierte HEKletelwaren zu 77 bzw. 82 % GFP-
positiv. Bs-transfizierte Zellen zeigen mit 98 %UuGiluoreszenz eine nahezu vollstandige

Transfektionseffizienz.

Um die Proteinproduktion zu steigern, wurden urgfiarerte und transfizierte Zellen
zusatzlich zur Zeocin-Selektion, mittels FACS-Zetifting voneinander getrennt. Sortiert
wurde, wie in Abbildung 15 zu sehen ist, anhand li#ien Grinfluoreszenz der positiv-
transfizierten Zellen.
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Abbildung 16: FACS-Sorting-Kriterium. Nur Zellen im oberen GriinfluoreszeBereich (lila) wurden durch c
Durchflusszytometrie erfasst. Alle anderen Zellbla) wurden verworfen. Um Kontaminationen zu veader, wurde
positiv sortierten Zellen fiir etwa eine Woche imi@enicinhaltigem Medium kultiviert.
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Um den Erfolg des Zell-Sortings bewerten zu kénnvemrden die Zellen erneut unter dem
Mikroskop auf ihre Grinfluoreszenz untersucht. Umeequantitative Aussage Uber eine
eventuelle Steigerung der Proteinexpression maehekonnen, wurde erneut eine FACS-
Analyse durchgefihrt.

A

Abbildung 17: Mikroskopische Kontrolle der sensorexprimierenden HEK-Zellen nach dem Sorting.Gezeigt ist vo
links nach rechts wiederum das DurchlichtiiD,G), die Anregung der Zellen durch GriinfluoreszéBZ,H) und de
Overlay(C,F,l). In den Reihen von oben nach unten sind RRKXC), Bs- (D-F) und PS3-transfizierte HEK-ZellgG-1)
dargestellt. Durch die deutlich stérkere Grinflsaenz in Overlay im Vergleich zu der in Abbildung 13, kéarein
deutliche Steigerung der Sensor produzierenden BA&len festgestellt werden.
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Abbildung 18: FACS-Analyse der mit ATPFSI-transfizierten HEK -Zellen nach dem Sorting. Es wurde wiederum d
Griinfluoreszenz (GFP) gegen dé&rward Scatter(FSC) aufgetragen. Nach dem Sorting zeigen allee@ekin
gleichmaRige Population mit nahezu 100 % grun 8apierenden Zellen, was fiir den Erfolg des Sortipgeht. Zu sehe
sind PS3-transfizierte Zellen mit etwa 97 % GriofkszenzA), sowie Bs-(B) und RRKK-transfizierte ZelleigC), die
beide zu etwa 98% GFP-positiv sind.
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Sowohl die mikroskopische Kontrolle in Abbildurly, als auch die FACS-Analyse der
gesorteten Zellen in Abbildung 18 zeigen eine dehgl Verbesserung der Sensorexpression
anhand der gesteigerten Grinfluoreszenz der Zdileder FACS-Analyse ist zu erkennen,

dass nach dem Sorting fast 100 % der Zellen dasoBamotein exprimieren.

Ziel der Arbeit war es, die Sensorproteine auf tsat@edliche Arten an die Oberflache von
Zellen zu koppeln. Um eine Aussage uber die Bindkagazitat von ATPFS1-Sensoren an
der Oberflache von DC27.10 NOD-Zellen zu machenydemn diese, nach vorheriger
Kopplung mit einem Antikdrper in unterschiedlichdiengen zu den Zellen pipettiert und mit
diesen inkubiert. Zusatzlich sollte eine Aussageridine mdgliche Sattigung der Zellen
gemacht werden. Der Versuch wurde mit dem PS3-Slemsstrukt durchgefuhrt. Die

Effizienz der Kopplung wurde im Anschluss an dikubation mittels Durchflusszytometrie

gemessen.
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Abbildung 19: Sensortitration zur Messung der Bindungskapaziit von DC27.10 NOIL-Zellen. Als Negativkontrolls
wurden unbehandelte DC27.10 NOD verwen@et Fir die Positivkontrolle wurden Zellen mit eindfTC-markiertel
Goat-anti-Rat-Antikdrper gekoppdB). Fir die Kopplung wurde der Sensor PS3 verweridgtdieser nicht direkt an ¢
Zellen bindet, wurden die Zellen zuerst mit s-144abc¢ inkubiert. Nach dem Wascherit PBS wurden unterschiedlic
Volumina des Sensors auf die Zellen gegeben. Eslemul/olumina von 25 pl(C), 50 uL (D) und danach in 50 pL
Spriingen bis 350 Y(E-J) des PS3-Uberstands auf die Zellen gegeben.
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Abbildung 20: Graphische Auswertung der FAC-Analyse in Abbildung 19. Um einen genaueren Verlauf
Bindungskapazitat darzustellen, wurde das Uberstduchen gegen die Griinfluoreszenz der an die Zajetmundene
Sensoren aufgetragen. Mit zunehmendem Sensorvoligineime deutliche Zunahme der Fluoreszenzfahigkeerkennen.

In Abbildung 19 ist sehr deutlich zu erkennen, ddissZunahme des Sensorvolumens mit
einer Zunahme der Grinfluoreszenz der mittels Ciluskzytometrie gemessenen Zellen
korreliert. Da ab einem Volumen von etwa 200 plhhimehr deutlich zu erkennen ist, ob der
Anstieg stagniert, wurde flir eine genauere Anabise graphische Auswertung der FACS-
Analyse angefertigt. Diese Auswertung in Abbildu2@ bestétigt einen Anstieg der

Grunfluoreszenz abhéngig von der Menge, der adelieberflache gekoppelten Sensoren. In
der graphischen Auswertung ist bei einem Volumen 260 pL ein leichtes Abflachen der

Kurve zu beobachten.
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5.2 Klonierung von ATPFS2-Konstrukten in pMXs-IP

Mulv 3'LTR

pMXs-ATPFS2-IP \
7813bp |

ket

mHRuby2

psi(Exended packaging signal

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Klonierng von pMXs-ATPFS2-1P. Der Vektor pMXstP wurde ebens
wie die ATPFS2-Sensorkonstrukte durch Pacl und Nggbchnitten. Diese beiden Fragmente wurdech eine
Aufreinigung in einem 1 %-igen Agarosegel durch Bagym Ligase zusammengefiigt. Bild: (Dorothea Plighd2014)

Um auch die ATPFS2-Sensoren flr die Produktioneltulire Systeme einzubringen, wurde
ein retrovirales Expressionssystem gewahlt. Diegsézum einen den Vorteil, dass die fur die
Sensorkonstrukte kodierende DNA in das Genom die #eegriert wird und zum anderen,
dass damit auch einige Zelllinien transduziert wwarélénnen, die sonst schwer transfizierbar
sind®®, wie die in dieser Arbeit verwendete Maus MyelogiHihie sp2/0.

Dazu wurden die Sensoren in den retroviralen pMX&fektor kloniert. Wegen der
verflugbaren Restriktionsschnittstellen wurden iesén Vektor die Sensorkonstrukte mit der
N-terminalen Leadersequenz, nicht jedoch mit deter@inalen Protein G-Tag kloniert. Die
erwarteten retroviralen Konstrukte wirden alsodézernierte Proteine ohne Affinitats-Tag

kodieren.

Fur diese Klonierung wurden sowohl Vektor, als addd verschiedenen Inserts mit den
Restriktionsenzymen Notl und Pacl geschnitten. Nd@hDephosphorylierung des Vektors
wurden sowohl der Vektor, als auch die Inserts einf Agarosegel aufgetragen, um die
unterschiedlichen Fragmente, wie in Abbildung 22gdatellt, entsprechend ihrer Grole
aufzutrennen. Die gesuchten DNA-Banden wurden aas@el geschnitten.
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Abbildung 22: Elektrophoretische Auftrennung des geschnitten pMX-IP-Vektors und der ATPFSZInserts. Nact
Anregung durch UV-Licht sind die Banden der einzeli@NA-Fragmente im Gel sichtbar. Der eingesetzte M:
GeneRuler 1kB ist als Band®!) auf den GelerfA,B) zu sehen. Der geschnittene Vektor ist als Bdid&el A; 2, Gel B)
auf erwarteter Hohe zu erkennen. Die geschnitténserts, RRKK(3, A), Bs (5, A) und PS35, B) sind auf der Hohe v(
etwa 2200 bp zu sehen. Die entsprechenden Bandelemmit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten.

Nach dem Herausschneiden wurde die DNA mittels xbelktions-Aufreinigung aus dem
Gel Dbefreit, um Vektor und Insert im Anschluss zgieken. So wurden die neuen
rekombinanten Vektoren pMXs-ATPFS2 Bs-IP, pMXs-AB2_PS3-IP und pMXs-
ATPFS2_RRKK-IP hergestellt, welche im Anschluss ctiuiTransformation in XL2-blue
Bakterien eingebracht wurden. Die DNA wurde mittéldiniprep isoliert und zur
Sequenzierung zeqlabnach Goéttingen geschickt. Die Sequenzierung ergalss die
Klonierung nur bei den Sensorkonstrukten Bs und R88Igreich war. Die erwartete
Sequenz von pMSs-ATPFS2_RRKK-IP konnte auch nachrfaxeher Klonierung nicht
hergestellt werden und somit wurde in allen wenéversuchen nur mit pMXs-ATPFS2_Bs-
IP und pMXs-ATPFS2_PS3-IP weiter gearbeitet. Mih deiden Konstrukten wurden eine
Retransformation und im Anschluss mehrere Plasmhpationen durchgefihrt. Diese
Minipreps wurden, um eine héhere Reinheit und DNéurKentration zu erhalten, mittels

Ethanolprazipitation aufgereinigt und anschlie3eeid-20 °C gelagert.
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5.3 In-Fusion® Klonierungen

Um die Sensorproteine an die Zelloberflache zudenm wurden diese mit verschiedenen
Tags versehen, die entweder direkt oder indirekleinLage sind an die Membran zu binden.
Dafur wurde sowohl ein ProteinG-Tag, als auch Jaestene Nanobody-Tags verwendet, die

entweder am C- oder N-Terminus des Sensorproteigstaacht wurden.

5.3.1 In-Fusion® Klonierung eines ProteinG-Tags

Mulv 3'LTR Mulv 3'LTR

Notl(3931 hwnr'—kef

pMXs-ATPFS2-IP | pMXs-ATPFS2_ProtG-IP |
| 7988bp

psie (Extandad packaging signal

Mo-MulV pol region
D mouse hodvy chan lBadet
Exon2

Abbildung 23: Schemaische Darstellung der In-Fusion® Klonierung von pMXs-ATPFS2_ProtG-IP. Der Vekto
wurde hinter der Linker-Sequenz an der RestriktitatiesNotl enzymatisch geschnitten. Die Insert-Seguvurde mit de
selbst entworfenen Primern INF_ProtG-F und INF_B¢Bt mittels PCR amplifiziert. Vektor- und Insert-Fragne wurde
nach der Aufreinigung in einem 1 %-igen Agarosegateinander ligiert. Bild: (Dorothea Plundrich, 201

ProteinG ist ein bakterielles Zellwandprotein aes @attungStreptococcusdass in der Lage
ist, an Immunglobulin G zu bind&nh Die Bindung von ProteinG an IgG findet am C-
Terminus des Molekiils statt, wo es eine hohe Afirfir dessen Fc-Region besitzDurch
diese Eigenschaft sollte es spater moglich gemadiden, die Sensoren an die mit
Antikdrpern gecoatete Oberflache von Zellen zudeim Fur das Einflgen eines ProteinG-
Tags am C-Terminus des Sensorproteins wurden di¥spAMPFS2-1P-Vektoren von PS3
und Bs enzymatisch mit Notl geschnitten. Gleichgeiturde mit dem ProteinG-Insert eine
PCR durchgefuhrt, um die Sequenz des Inserts zdifemepen. Die PCR wurde mit den
entworfenen Primern INF_ProtG-F und INF_ProtG-Rctigefihrt. Da fur die In-Fusion®
Klonierung keine Dephosphorylierung des Vektorsghatar, wurden sowohl Vektor als auch
Insert-Fragmente sofort nach dem Verdau bzw. dd&k B ein Agarosegel aufgetragen, um

die gesuchten Banden herauszuschneiden.
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Abbildung 24: Elektrophoretische Auftrennung der pMXs-ATPFS2-IP-Vektoren PS3 und Bs, sowie des ProteinG
Inserts. Die Banden wurden auf einer UV-Platte sichtbar gdmhdn BandgM) ist der eingesetzte Marker, GeneRuler :
zu sehen. Die geschnittenen Vektoren pMXs-ATPFSAPB2) und pMXs-ATPFS2_PS3-1RB) sind auf erwarteter HO
im Gel zu erkennen. Das ProteinG-Insert wurde aufggrdes groReren PCRisatzvolumen in zwei Geltaschen aufgetr:
6 &7).

Nach dem Herausschneiden der richtigen Banden umel &elaufreinigung wurden die
pMXs-ATPFS2-IP-Vektoren von PS3 und Bs mit dem @&rgb-Insert zu pMXs-
ATPFS2_PS3_ ProtG-IP und pMXs-ATPFS2_Bs_ ProtGgiert. Nach der Transformation
wurde mit diesen beiden Konstrukten, zur Aufkongening der DNA eine Ethanolféallung
durchgefiihrt. Um die Expression der Konstrukte berfrifen, wurde die so aufbereitete
DNA, wie in Abbildung 25 zu sehen ist, durch Tramsfation in HEK-Zellen eingebracht.
Gleichzeitig wurde das PS3-Konstrukt fur die Prdadukdes Sensors in die Myelomzelllinie
sp2/0 eingebracht. Es sollte Uberprift werden,iebedZelllinie aus professionell Antikdrper-
sezernierenden Zellen nicht besser fur die Sensdwgtion geeignet ist als HEK-Zellen. Um
retrovirale Partikel herzustellen, wurde der rekorabte retrovirale Vektor pMXs-
ATPFS2_PS3 ProtG-IP zusatzlich in Platinum E Zel@ngebracht und der retrovirale
Uberstand nach 24 h geerntet, um eine Transdukiiosp2/0-Zellen durchzufiihren. Da der
pMXs-IP-Vektor uber eine Puromycin-Resistenz vetfdgnd anhand dieser eine Selektion
der transfizierten Zellen statt. Der Erfolg der fiskektion bzw. der Transduktion wurde

mikroskopisch dokumentiert.
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Abbildung 25: Transfektions- bzw. Transduktionskontrolle der HEK- bzw. sp2/0-Zellen.In den Spalten von linl
nach recht sind das Durchlichtbild der Zellgy D, G), die Anregung durch Griinfluoreszef, E, H) und der Overla
beider Bilder(C, F, 1) gezeigt. Die HEK.T-Zellen wurden sowohl mit den ¥8AATPFS2_ProtG-IR/ektoren von PS
(A-C) als auch mit dem von B®-F) mittels jetPEI transfiziert. Fir die Transduktioer&p2/0Zellen wurden in eine
ersten Schritt Platinum E-Zellen mit dem PS®astrukt auf die gleiche Weise transfiziert. Na2h h wurden de
Uberstand dieser Zellen geerntet und in Volumina 2omL, 1 mL und 0,5 mL auf die Zielzellen gegebEiir eine
gesteigerte Transduktionseffizienz wurde zusatzligtL. Polybrene zu den Zellen gegeben. Nach dekiioin wurden di
sp2/0-Zellen fir 4 Tage im Inkubator kultiviert. eDiTransduktionseffizienz der sp2Z@llen wurde mikroskopist
dokumentiert(G-1). Da kein eindeutiger konzentrationsabhangigerkeffer beobachten war, wurden nur die Zellen
mit 2 mL des retroviralen Uberstandes infiziert dem dokumentie

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, verlief sowohk diransfektion der HEK-Zellen mit
pMXs-ATPFS2_PS3 ProtG-IP und pMXs-ATPFS2_Bs_Prd®Gals auch die Transduktion
der sp2/0-Zellen mit pMXs-ATPFS2_PS3_ProtG-IP gnfeich. Bei der Infektion der sp2/0-
Zellen mit verschiedenen Volumina der retroviraletdberstande war kein
konzentrationsabhangiger Effekt zu erkennen, weeweagit den Zellen, die mit 2 mL des

Uberstands infiziert wurde, weitergearbeitet wurde.

Um eine quantitative Aussage uber den Erfolg dan3fektion bzw. Transduktion machen zu
kénnen, wurden sowohl die transfizierten HEK-Zellgls auch die transduzierten sp2/0-

Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Abbildung 26: FACS-Analyse der mit ProteinG-Konstrukten transfizierten HEK -Zellen. Als Negativkontolle wurdel
untransfizierte HEK.T-Zellen verwend@). Sowohl Bs-(B), als auch PS&ansfizierte Zellen zeigen eine Populatior
positiven Bereich mit 74 % bzw. 82 % grin fluoreszelen Zellen. Allerding kann die Population defolgreict
transfizieten Zellen nicht klar von einer Populatiber nicht transfizierten Zellen abgegrenzt werden
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Abbildung 27: FACS-Analyse der mit pMXs-ATPFS2_PS3 ProtC-IP transduzierten sp2/(-Zellen. Als
Negativkontrolle wurden unbehandelte sj-Zellen verwendefA). Die transduzierten ZellgiB) waren zu etwa 97 % GFP-
positiv, was auf eine fast vollstandige Transduidiffizienz schliel3en lasst

Aus den FACS-Analysen in Abbildung 26 wird deutlicdass die Transfektion der
transfizierten HEK-Zellen erfolgreich war. Bei dBs- bzw. PS3-transfizierten Zellen ist eine
GFP-positive Population von 74 bzw. 82 % zu erkennallerdings ist die positive
Population nicht eindeutig von einer negativen ggit. Die Transfektionsanalyse der sp2/0-
Zellen in Abbildung 27 zeigt, dass mit etwa 97 %R3ositiven Zellen eine fast vollstandige
Transfektionseffizienz vorliegt.

5.3.2 In-Fusion® Klonierung von Nanobody-Tags

Neben dem ProteinG-Tag wurden als weitere Affisi{Bags die zwei Nanobodies s-14 und
s+16 an das Sensorkonstrukt kloniert. Nanobodigs,adch als Einzeldoméanenantikérper
bezeichnet werden, sind von Antikérpern abgeleittteteine. Sie bestehen aus einer
einzelnen isolierten variablen Domane aus SchwierkantikOpern. Sie beinhalten viele
Eigenschaften des Schwerkettenantikorpers, dem esistammen, einschliel3lich einer
verlangerten CDR3-Aminosauresequenz. Diese Seqeem@glicht es Nanobodies, im

Vergleich zu konventionellen Antikérpern, eine hatiion mit einer Vielzahl verschiedener

Epitop€®. An den C-Terminus des Sensors in pMXs-IP_ATPFS3-P wurde der s-14-
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Nanobody kloniert. Der s+16-Nanobody wurden an BNeferminus des Sensors in einen
cytosolischen pCDNA3.1_ATPFS2_PS3-Vektor eingefiBgide Nanobodies binden mit
hoher Spezifitdt an die ADP-Ribosyltransferase ARTUDd kdnnen somit direkt und ohne
zusatzliche Kopplung an einen Antikdrper an die i@dehe von ARTC2-exprimierenden

Zellen gebracht werden.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der In-Fusio® Klonierung von pMXs-ATPFS2_s-14P und
pCDNA3.1_ATPFS2_PS3_s+16_cyt. (A)er Nanobody s-14 wurde am C-Terminus des SensopVXs-ATPFS2_PS3-
IP-Vektor eingefugt. Dafir wurde der Vektor mit ddtestriktionsenzym Notl linearisiert. Gleichzeitiginde die Insert-
Sequenz des s-14-Nanobodies unter der Verwendurgettest entworfenen Primer INF_s-14-F_DoP und INE4R_DoF
mittels PCR amplifiziert.(B) Der Nanobody s+16 wurde an denThRrminus des Sensors in den cytoplasmatis
pPCDNA3.1_ATPFS3_PS3-Vektordaniert. Der Vektor wurde mit Nhel linearisiert. ©@Nanobodysequenz wurde mit
Primern INF_s+16-F_DoP und INF_s+16-R_DoP amp#fiziVektor- und Insert-Fragmte wurden nach der Auftrennt
in einem 1 %-igen Agarosegel mit einander ligiBitd: (Dorothea Plundrich: 2014)

Vor der Klonierung wurden beide Vektoren enzymdtiboearisiert. Der pMXs-ATPFS2-1P-
Vektor wurde hinter der Linkersequenz mit dem Rlesbnsenzym Notl geschnitten. Bei
dem pCDNA-Vektor wurde der Verdau mit Nhel direktder Clover-Doméane durchgefinhrt.

Gleichzeitig wurden die Nanobody-Inserts mit demvgis entworfenen Primerpaar mittels

PCR amplifiziert. Sowohl die linearisierten Vektorals auch die amplifizierten Insert-
52



Ergebnisse

Fragmente wurden auf ein Agarosegel aufgetragendigmentsprechenden DNA-Banden
herauszuschneiden.

Abbildung 29: Elektrophoretische Auftrennung von Vektor- und Insertfragmenten. Die Banden wurden mit UV{tht
auf dem Gel sichtbar gemacht. In der Ba(dg¢ wurde der Marker, GeneRuler 1kB, aufgetragen. Digremte wurde
entsprechend ihrer Hohe im Gel mit Hilfe eines ikerSkalpells aus dem Gel geschnitten. Die beitiesarisierte
Vektoren pCDNA3.1_ATPFS3_PS3_cyt und pMXs-ATPFS2 -FS8ind in den Bande(?) und (3) zu sehen. Die Insert
Fragmente s+16 sowie s-14 in den Bandgmund (4).

Die Vektor- und Insert-Fragmente wurden mit demFusion® Enzym zu pMXs-
ATPFS2_PS3 s-14-IP und pCDNA3.1_ATPFS2_PS3_ s+1digigtt und im Anschluss in
gewohnter Weise fur die Sequenzierung aufberaitetzu kontrollierten, ob die Proteine von
Zellen sezerniert werden kénnen, wurden beide Kokt durch eine jetPEI-Transfektion in

HEK-Zellen eingebracht. Der Erfolg der Transfektiwarde mikroskopisch dokumentiert.
A B C
D E F
Abbildung 30: Mikroskopische Kontrolle der Transfektionseffizienz der Nanobod-Sensorkonstruke in HEK-Zellen. In
den jeweiligen Spalten von links nach rechts siad Burchlichtbild der ZelleA&D) , die Anregung durch Griinfluoresz
(B&E) sowie der Overlay der beiden Bilder gez€ig&F) . Die HEK-Zellen wurden sowohl mit pMXs_ATPFS2_PS34-IP

(A-C) als auch mit pPCDNA3.1_ATPFS2_PS3_s+16 (B4F) mit Hilfe jetPEI transfiziert. Die Transfektion lukir Konstrukt

verlief positiv, wobei bei alleiniger Bewertung deriinfluoreszenz der Zellen sichtbar ist, dass dén3fektion mit dem s+16-
Konstrukt erfolgreicher war.
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Wie in Abbildung 30 anhand der Griunfluoreszenz dienen ist, verlief die Transfektion
der HEK-Zellen sowohl mit pMXs-ATPFS2_PS3_s-14-IPIs aauch mit dem
cytoplasmatischen pCDNA3.1_PS3 s+16-Vektor erfathre Unter Betrachtung der
Grunfluoreszenz lasst sich  bei den s+l6-transtemer Zellen eine hohere
Transfektionseffizienz vermuten. Zusétzlich zu dresein optischen Kontrolle wurde die
Fluoreszenz der Zellen und somit die Transfektitiizéenz der Zellen mittels

Durchflusszytometrie gemessen.

800
FCS

Abbildung 31: FACS-Analyse, der mit den Nanobod-Sensorkonstrukten transfizierten HEK-Zellen. Die Messun
der Grunfluoreszenz zeigt, dass sowohl die mit-s¢A% als auch die mit s+16-Konstrukten transfiziertdak-Zellen (B)
nur eine sehr geringe Anzahl an Zellen im G¥Ritiven Bereich aufweisen. Beide besitzen eine selgteichmalii
erfolgreich-transfizierte Zellpopulation von 23 % 35 %.

Die Messung der Zellen mittels Durchflusszytometzgigt, dass nur eine sehr geringe
Transfektionseffizienz von ca. 23 % bei s-14-tremsiften und etwa 35 % bei den s+16-
transfizierten Zellen vorliegt. Die zuvor anhand dekroskopischen Aufnahmen gemachte
Aussage bestatigt sich allerdings, da auch in de€3FAnalyse s+16-transfizierte Zellen
etwas positiver sind als die, die mit s-14-transfizvurden.

Trotz der schlechten Transfektionseffizienz wurdanUberstande der Zellen gesammelt, um
eine Aussage Uber die Qualitat der von den Zeligmimierten Nanobody-Sensorkonstrukte
machen zu kénnen. Fir diese Qualitatskontrolle emrdie Uberstande der Zellen direkt an
DC27.10 NOD-Zellen, welche in hohem MalRe ARTC2 duwér Oberflache exprimieren,
gekoppelt und die Zellen mittels Durchflusszytoneetgemessen. Um die Spezifitat der
Nanobody-Konstrukte gegen ARTC2 zu bestatigen, wrdiese zusatzlich an DC27.10-
Zellen gekoppelt, welche kein ARTC2 auf der Zelldldehe tragen.
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Abbildung 32: FACS-Analyse der Bindungsfahigkeit der klonierten Nanobdy-Sensorkonstrukte. Als
Negativkontrolle wurden unbehandelte DC27.10 MZellen (A) und DC27.10-ZelleifB) verwendet. Letztere exprimier
kein ARTC2 auf der Oberflache. Diese wurden mit derh6Konstrukt gekoppelt. Fur Positivkontrolle wurdere deller
mit FITC-markiertem anti-ARTC2-Anitkdrper gekoppé®). Bei den Zellen die mit dem s-Bensorkonstrukt gekopp
wurden zeigt sich eine schwach positive Populatidn Eine etwas starkere Griluoreszenz ist bei den Zellen mit d
s+16-Sensorkonstrukt an der Oberfla¢Bezu erkennen.

Anhand der FACS-Analyse in Abbildung 32 wird deahtli dass die In-Fusion® Klonierung
der Nanobody-Konstrukte erfolgreich war und auake dBindungsfahigkeit der Nanobody-
Sensorkonstrukte an die Zelloberflache besteht.cibutie Kopplung der Sensoren an
DC27.10-Zellen, die kein ARTC2 auf ihrer Oberfladnegen, wird deutlich, dass durch die
Nanobody-Tags eine Spezifitat der Sensoren fur ARMErgestellt werden konnte, was eine
direkte Kopplung an die Zelloberflache mdglich ma@ei der Kopplung der Uberstande an
die Zellen zeigt sich auch, dass Zellen mit dem6s$é&nsorkonstrukt an der Oberflache in
der FACS-Analyse Uber eine hohere Griunfluoreszeerfligt. Ob dies an der hbheren

Expression der Zellen lag oder an der besserenit@udes Nanobody-Sensorskonstrukts

muss weiter untersucht werden.
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5.4 Produktionsanalyse verschiedener Zellsysteme

Neben der Klonierung neuer Sensorkonstrukte wurdsh alie Expression eben dieser in
verschiedenen Zellsystemen untersucht, um eine uRtioth unter mdglichst optimalen
Bedingungen sicherzustellen. Neben den bewdahrteiK-H#len wurden verschiedene
Sensoren sowohl in Maus Myelom-Zellen (sp2/0) alshan super HEK-Zellen eingebracht,

um diese auf ihre Produktionsfahigkeit zu untersach

5.4.1 HEK-Zellen vs. sp2/0-Zellen

sp2/0 ist eine Myelom Zelllinie der Maus, die vaah fiur die Produktion von Proteinen
verwendet wird®*: Myelomzellen entstehen aus schadhaften B-Zellsiche eine groRe
Anzahl an Plasmazellen, den Myelomzellen, erzeubegse Zellen sind in der Lage grolie
Mengen an Immunglobulinen einer einzigen Art zudpmieref?. Fiir die Produktionsanalyse
wurden die mit pMXs-ATPFS1 _PS3 ProtG-IP-transfieer HEK- bzw. sp2/0-Zellen

verglichen.
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Abbildung 33: Direkter Vergleich von pMXs-ATPFS2_PS3_Prot(-IP-transfizierten HEK - und sp2/(-Zellen. Es sint
Unterschiede in der Griinfluoreszenz der transfieieZelllinien zu erkennen. Die transfizierten HEZKHen (A) sind zu etw
80 % GFP-positiv. Transfizierte sp2/0-Zeli@) besitzen eine Transfektionseffizienz von fast 400

In der FACS-Analyse in Abbildung 33 ist ein deutke Unterschied in der Sensorexpression
zwischen den beiden Zellsystemen erkennbar. Dresfimerten HEK-Zellen besitzen zwar
eine Population mit knapp 80 % GFP-positiven Zellaflerdings ist keine deutliche
Abgrenzung zu einer negativen Zellpopulation zueeren. Anders bei den sp2/0-Zellen.
Diese sind fast komplett GFP-positiv, was auf éioke Sensorexpression schlie3en lasst.

Um auch eine Aussage Uber die Qualitat der jevesiisimierten Sensoren machen zu kénnen
wurden diese an die Oberflache von DC27.10 NODegelpekoppelt. Da eine direkte
Kopplung an die Zelle nicht moglich ist, wurden diellen vorher mit s-14-Rabbit-Fc
gecoatet. Nachdem ungebundenes Rabbit-Fc durchhétascit PBS entfernt wurde, wurden
die Uberstande von pMXs-ATPFS2_PS3_ProtG-IP-traiesfen HEK- und sp2/0-Zellen aus
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zwei Chargen auf die Zellen gegeben und mit diesdubiert. Gemessen wurde am

Durchflusszytometer.
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Abbildung 34: Qualitdtsbewertung von Sensoren aus verschiedem Zellsystemen durch Kopplung an di
Zelloberflache. Als Negativkontrolle wurden unbehandelte DC27.10 N@dllen verwendet(A). Als zusatzlich
Negativkontrolle wurde ein Sensor ohr-14-Rabbit-Fc auf die Zellen gegel§Bh Es fand keine Bindung des Sensor
die Zelloberflache statt und somit ist auch keiméruoreszenz zu sehen. Die Positivkontr¢{® wurde zusatzlich zu s-
14-Rabbit-Fc mit einem FITC-markierten Goat-aRébbit Antikdrper gekoppelt. Es wurden Zelliberst&mdrwendet, d
am 16.10D&E), sowie am 20.10F&G) geerntet wurden. Die Zellen die mit HEK-Uberstamdekoppelt wurde(@D&F)
zeigen eine leichte Grunfluoreszenz. Bei ZellenSeihsoren aus sp2/0-ZelldE&G) an der Oberflache ist in beiden Fa
eine héhere Griinfluoreszenz zu erkennen.

In Abbildung 34 ist, im Vergleich zu den beiden wendeten HEK-Uberstanden in beiden

Fallen eine hohere Bindung der sp2/0-Uberstandezustllen. Die Ergebnisse aus den
beiden FACS-Analysen von Abbildung 33 & 34 fihrender Annahme, dass es sich bei der
Myeloma-Zelllinie um ein zuverlassigeres Expresssystem fiur die Sensorproduktion

handelt, weswegen die Produktion der ATPFS2-Kokstrin HEK-Zellen eingestellt wurde.
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5.4.2 HEK-Zellen vs. Super-HEK-Zellen

Im Gegensatz zu HEK-Zellen sind Super-HEK-Zellerezsgpll auf Proteinproduktion
ausgerichtete Zellen. Sie entstanden durch einasioamation von HEK-Zellen mit dem
nuclearen Antigen 1 des Epstein Barr Virus (EBV)zkEBNA1, um eine stabile episomale
Vermehrung von verschiedenen rekombinanten Vektaterch eine sehr viel aktivere
Promotorregion zu vermitteln. Super-HEK-Zellen sizddem robust, sehr vielseitig

einsetzbar und wachsen in serumfreiem Medfum

Fur einen Vergleich der beiden Zellsysteme wurdewohl HEK- als auch Super-HEK-
Zellen mit dem ATPFS1-Sensor PS3 jetPEl-transfiziBie Transfektionseffizienz wurde

zwei Tage nach der Transfektion unter dem Fluoresmékroskop bewertet.

Abbildung 35: Mikroskopische Kontrolle der Transfektionseffizienz von HEK- und Supel-HEK-Zellen. In der
Spalten von links nach rechts sind das DurchliéthtpA&D) , die Anregung der Zellen durch Grinfluoresz¢B&E),
sowie der Overlay der beiden Bildg&F) zu sehen. In der oberen Rei#eC) erkennt man die transfizierten HEZeller

mit nur einer leichten Grinfluoreszenz. In der memeReihe(E-F) ist die deutlich starkere Fluoreszenz der Super-HEK
Zellen zu sehen, was fur eine héhere Transfektféinsaz dieser Zellen spricht.

Anhand der mikroskopischen Kontrolle in Abbildung i3t aufgrund der deutlich starkeren
Griunfluoreszenz der mit dem Sensorkonstrukt traresten Super-HEK-Zellen zu erkennen,

dass die Transfektion dieser Zellen erfolgreiclestaufen ist, als die der HEK-Zellen.

Da es sich bei dem Sensorkonstrukt um ein relastabiles Protein handelt, welches leicht
durch Proteasen angegriffen und zerstort werdenn,kamurden im néchsten Schritt
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verschiedene PS3-Uberstande aus HEK-, Super-HE®Wwjesaus sp2/0-Zellen auf ihre
Qualitat hin untersucht. Gleichzeitig sollte eing@diichkeit zur Aufreinigung entwickelt
werden. Daflr wurden Sepharose-Beads mit einemGHR-Antikorper gekoppelt. Diese
Aminolink-Beads dienten als Matrix, um die intaki®ansoren an ihre Oberflache zu binden.
Zu diesem Zweck wurden die verschiedenen Uberstandedie Beads gegeben und mit
diesen inkubiert. Nach Kopplung der Sensorproteinalie Beads wurde der Uberstand mit
ungebundenen Proteinen abgenommen und als Probeevwalfrt. Nach mehreren
Waschschritten wurden die gebundenen SensorensT8zS-Puffer von der Matrix eluiert.
Die gesammelten Proben wurden auf ein SDS-Gel @rafgen, um die Sensorproteine im
Anschluss mit Hilfe eines Western Blots zu detektie Die Uberstande der drei Zelltypen

wurden jeweils in ihrer Ursprungsform, nach der glopg an die Beads, sowie nach der
Elution der Sensoren auf ein SDS-Gel aufgetragen
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Abbildung 36: Darstellung verschiedener Aufreinigurgsschritte des PS3-Sensors aus verschisgn Zellsysteme
durch einen Western Blot. Der Marker, MagicMark wurde in Band@/) aufgetragen. Die Bandefi-3) zeigen di
Sensoren in ihrem urspriinglichen Zustand vor ddrefnigung. In den Bande(b-7) sind die ungebundenen Sensore
sehen, welchsich nach der Kopplung der Sensoren an die Beadsinot)berstand befanden. In den letzten drei Ba
(9-11) erkennt man die Sensorproteine nach der AufrenggiEs wurden jeweils zuerst die Uberstande deeSHEK-
(1,5,9) dann die der HEK{2,6,10)und als letztes die der sp2/0-Zell@)7,11)aufgetragen.

In dem in Abbildung 36 dargestellten Western Bloidsdie intakten Sensorproteine, wie
erwartet, auf einer Hohe von etwa 70 kDa zu erkenki¢eitere grof3e Banden sind auf der
Hohe von 40 bzw. 30 kDa zu erkennen. Die in Bandmiftetragenen Uberstande aus den
Super-HEK-Zellen, lassen im Vergleich zu denen @ars HEK- bzw. sp2/0-Zellen auf eine
deutlich hohere Proteinexpression dieser Zelleniefddn. Das zeigt sich auch in der

Auftragung der ungebundenen Uberstande in den Babite Die Menge des von den Super-

59



Ergebnisse

HEK-Zellen produzierten Sensors war deutlich haderdie Aufnahmekapazitat der Beads,
weswegen sehr viele Sensoren ungebunden im Uberataiickblieben. Dies ist auch bei den
Uberstanden der HEK-Zellen zu beobachten, allesdimght in gleichem AusmaR. Anders
bei den von den sp2/0-Zellen produzierten Ubersténtiier waren die Sepharose-Beads in

der Lage fast alle Sensoren an ihre Oberflachermieh.

Bei Betrachtung der Qualitat der drei urspriinglichgberstande zeigt sich, dass die
Uberstande der Super-HEK-Zellen zwar sehr vielakiiet Sensorproteine, jedoch auch
zersetzte Fragmente enthalten. Anders bei den VvBK-Hind sp2/0-Zellen produzierten

Uberstanden, die einen sehr reinen Sensor enthdinden Banden der aufgereinigten
Uberstanden sind vor allem bei den von Super-HEKe#eproduzierten Sensoren groRRe
Unterschiede festzustellen. Die Banden der zesstd®ensorfragmente sind, wie es scheint,
durch die Aufreinigung entfernt worden. Allerdings bei den drei aufgereinigten Proben
eine neue Bande auf der H6he von etwa 25 kDa zensele weder bei der urspringlichen

Probe noch bei den ungebundenen Uberstanden zo weine

5.5 Herstellung von Adenosin- und ATP-Sniffer-Zella

5.5.1 Herstellung von ATP-reaktiven Sniffer-Zellen

Der Anstieg von extrazellularem ATP und die dareesultierende Aktivierung des P2X7-
Rezeptors hat einen nachgeschalteten Anstieg ttaz@hluléren Kalzium-Konzentration zur
Folgé”. Um diesen Kalzium Anstieg zu messen, wurden HEHen mit 1 pg des Cameleon-

Sensors sowie 3 pg von verschiedenen Oberflacheptaen wie folgt kotransfiziert.

Sensor Rezeptor

Cameleon 3 uL P2X7 3 uL
Cameleon 3 uL P2X1 2,9 uL
Cameleon 3 uL ADORA3 2,3 uL
Cameleon 3 puL CD62L 1,9 uL

Tabelle 1: Pigettierschema fiur die Kotransfektion von ATP-reaktiven HEK-Zellen. Fiur die Herstellung von ATP-
reaktiven Sniffer-Zellen wurden HEK-Zellen mit défalzium-Sensor Cameleon und verschiedenen Oberfiéieheptoren
kotransfiziert. Als Rezeptoren fir ATP wurden P2XidWP2X1 verwendet. Zusatzlich wurde die Zellendgitn Adenosin-
Rezeptor ADORAS3, sowie als Negativkontrolle mit d2edl-Adhasions-Molekiil CD62L kotransfiziert.

Die Zellen wurden drei Tage nach der Transfektibaeatrifugiert und in ECS-/- Puffer
resuspendiert. Mit Hilfe der Durchflusszytometriarde die Anderung des FRET-Effekts vor
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und nach der Zugabe von ATP und CADO aufgezeict®&DO (2-Chloroadenosin) ist ein

Adenosin-Analogon, welches vielfach verwendet witoh Adenosin-Rezeptoren zu

P 45
aktivieren®.
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Abbildung 37: Darstellung der FRET-Kinetik vor und nach Zugabe von ATP Vor der Zugabe von ATP wurde ¢
Basis-FRET jeweils durch eine 90 Sekunden lange Mhgssingestellt. Im Anschluss wurde ATP in Konzetidreen von 3-
300 uM zu den Zellen pipettiert. In den Cameleon/PR¥transfizierte Zellefd\), ist nach der Zugabe voATP eine
deutliche, konzentrationsabhéngige Anderung des FRffgkts zu erkennen. Die mit P2X1-kotransfiziertZellen(B)
zeigen, trotz der Zugabe von verschiedenen KBRzentrationen, keine vergleichbare Anderung. Esde jeweils di
FRET-Ratio gegen die Zeit aufgetragen.

Der Versuch ergab nur fur Cameleon/P2X7-kotraresfiei Zellen ein eindeutiges Ergebnis.
Es war eine konzentrationsabhangige Anderung d&FRfekts festzustellen. Dieser Effekt
blieb bei Zellen, die mit dem wesentlich sensitarét P2X1-Rezeptore kotransfiziert wurden,
aus. Das FRET-Signal zeigt auch nach der Zugabveoschiedenen Konzentrationen ATP
keinen Ausschlag.
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5.5.2 Herstellung von Adenosin-reaktiven Sniffer-Ziéen

Analog zu den ATP-detektierenden Zellen wurden AdenSniffer-Zellen hergestellt. Die
Anwesenheit von extrazellularem Adenosin fihrt hileirch die Aktivierung des mit der
Adenylylcyclase gekoppelten A2A-Rezeptors zu eingénstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentratioh, welcher durch die Epacl/2-Sensorsysteme detektierden sollte. Dafiir
wurden HEK-Zellen sowohl mit jeweils einem der lmid Sensoren also auch mit

verschiedenen Oberflachenrezeptoren wie folgt kefrziert.

Sensor Rezeptor

Epacl 0,4 pL mouse A2A  4uL
Epac2 0,4 pL mouse A2A 4 uL
Epacl 0,4 pL human A2A 2,5 pL
Epacl 0,4 pL human A2B 1,7 pL
Epacl 0,4 pL CD62L 1,9 pL

Tabelle 2: Pifettierschema fir die Kotransfektion von Adenosir-reaktiven HEK-Zellen. Fir die Herstellung von
Adenosin-reaktiven Sniffer-Zellen wurden HEK-Zellent den cAMP-Sensoren Epacl bzw. Epac2 sowie kiimdenen
Oberflachenrezeptoren fir Adenosin kotransfizi&s. wurden sowohl humane als auch murinae AdenosiegReren
verwendet. Als Negativkontrolle fir die Adenosireptoren wurde zusétzlich das Zell-Adhasions-MolekID62L
kotransfiziert

Die Zellen wurden drei Tage nach der Kotransfektdrypsiniert und in ECS-/- Puffer
resuspendiert. Im Anschluss wurde eine FACS-Messlumghgefiihrt, um die FRET-Kinetik
vor und nach der Zugabe von Forskolin und CADO wstellen. Forskolin aktiviert die
Adenylylcyclase und fiihrt somit zu einem Anstieqnviatrazellularem cAM®. CADO ist

ein Adenosin-Analogon und wird deswegen haufig @&denosin-Rezeptor-Agonist

verwendet.
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Abbildung 38: Konzentrationsabhangiger Effekt von Forskolin auf Epacl/CD62L kotransfizierte HEK-Zellen. Die
transfizierten Zellen wurden 90 Sekunden mit denCBAGerat gemessen um einen B&RET einzustellen. Nach 9(
wurde Forskolin in unterschiedlichen Konzentratiorzer den Zellen pipettiert und die Anderung des FREEkts (ibe
einen zeitlichen Verlauf von weiteren 90 Sekundekudhentiert. Die rote Kurve stellt den Verlauf d@RETEffizienz voli
und nach der Zugabe von 10 pM Foskolin. Die blauevK zeigt diesen Verlauf vor und nach der Zugadve 100 ph
Forskolin. Es wurde jeweils die FR-Ratio gegen die Zeit aufgetrag
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Der Versuch ergab grof3tenteils sehr missverstaralliErgebnisse, die nicht ausgewertet
werden konnten. Es konnte allerdings ein konzaotradbhangiger Effekt von Forskolin auf
Epacl/CD62L-kotransfizierte Zellen festgestellt cear.

5.5.3 Klonierung von bicistronischen Expressionskatrukten
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Abbildung 39: Klonierungsplan von ATF- bzw. Adenosir-Snifferkonstrukten. Fir die Herstellung der Sniffer-
Konstrukte wurde die Puromycinresistenz des pMXx&Rtors durch Schneiden mit Ncohd Sall entfernt. An dies
Stelle wurden fiir die Adenosin-Sniffer-Konstrukie &ensoren Epacl und Epac2 eingefigt, fir die Afifer wurde di
Puromycinresistenz durch den Cameleonsensor ergdirtdie Herstellung von biocistronischen Konstemktwurder
zusatzlich an einer EcoRI-Schnittstelle die Rezeptprenzen des A2A-Rezeptors fir die Adenosin-, soi@ales P2X7-
Rezeptors fir die ATP-Sniffer, eingefiigt. Bild: (Dtirea Plundrich, 2014)
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Als Vorbereitung fur die Herstellung der Adenosimiffer-Zellen wurden die Epacl und -2-
Sensoren in den pMXs-IP-Vektor kloniert. Um die Smproteine an die Stelle der
Puromycinresistenz in den Vektor zu bringen, wurdese enzymatisch entfernt und durch
einen der Sensoren ersetzt. Fur den Doppelverdadewwlie Restriktionsenzyme Ncol und
Sall verwendet. Zusatzlich wurden Epacl und EpaitZlem zuvor entworfenen Primerpaar
In-Fusion_pCDNA-F und In-Fusion_pCDNA-R amplifiziieWWiederum wurden die Vektor-

und Insert-Fragmente in einem Agarosegel ihrer &nd&ch aufgetrennt, um im Anschluss

die passenden Banden aus dem Gel zu schneiden.

Abbildung 40: Elektrophoretische Auftrennung von Vektor und Insertfragmenten. Die einzelnen Banden wurden
einer UV-Platte sichtbar gemacht. In der Ba(d§ wurde der Marker GeneRuler 1kB aufgetragen. Der llisieste Vekto
pMXs-IP wurde in Bahr{6) aufgetragen. Sowohl der Vektor als auch die Ifregmente Epac3) und Epac25) wurder
anhand ihrer Hohe, mit einem sterilen Skalpelldera Gel geschnitten.

Die Banden wurden entsprechend ihrer Hohe im Gél Hilie eines sterilen Skalpells
herausgeschnitten und aufgereinigt. Vektor undrtasgurden im Anschluss zu den neuen
Vektoren pMXs-I-Epacl und pMXs-I-Epac?2 ligiert, wké auf gewohnte Weise aufbereitet

und aufbewahrt wurden.

Neben den Epacl/2-Sensoren fir die Adenosin-Srydiédlen, wurde fur die ATP-Sniffer-
Zellen ein Cameleon-Sensor, ebenfalls an der Slelld>uromycinresistenz in den pMXs-IP-
Vektor eingebracht. Dafir wurde das Resistenzgemfalls mit den Restriktionsenzymen
Ncol und Sall herausgeschnitten. Gleichzeitig wuttde Insertfragment mit Ncol und Xhol
geschnitten. Obwohl mit zwei verschiedenen Enzymgraageschnitten wurde, ist eine
Ligation spéater kein Problem, da Sall und Ncol irardédch, in dem geschnitten wird, die
gleiche Sequenz besitzen. Vektor und Insert werdeh dem Schneiden auf ein Agarosegel

aufgetragen.
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Abbildung 41: Elektrophoretische Auftrennung des pMX«-Vektor- und Cameleor-Fragments. Die Banden wurde
durch UV-Licht sichtbar gemacht. In der ersten Bafid§ wurde der Marker, GeneRuler 1kB aufgetragen. Sowak
Vektor- (2), als auch das Insertfragméd) wurden anhand ihrer Hohe im Gel ausgeschnitterspéter aufgereinigt.

Sowohl der linearisierte pMXs-IP-Vector, als aues €ameleon-Insert wurden entsprechend
ihrer Hohe aus dem Gel geschnitten. Die DNA wurdltets Gelaufreinigung isoliert. Vektor
und Insert wurden anschlielBend zu pMXs-I-Camelapert. Dieses Konstrukt wurde auf die
gewohnte Weise aufbereitet und gelagert.

Die Herstellung der bicistronischen Sniffer-Konkteu durch  Einfugen der

Rezeptorsequenzen von A2A und P2X7 in den jeweiligektor, konnte fur diese Arbeit

nicht mehr fertiggestellt werden und wird Teil esmesuen Projekts sein.
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6 Diskussion der Ergebnisse

6.1 Analyse von ATPFSL transfizierten HEK-Zellen

Fur die Optimierung der mit ATPFS1-Konstrukten sfamerten HEK-Zellen, wurden diese
mit Hilfe ihrer Zeocin-Resistenz, durch Zugabe v@ocin bei jeder Passage unter stdndigem
Selektionsdruck gehalten. Zuséatzlich wurden positiansfizierte Zellen anhand ihrer
Griunfluoreszenz mittels FACS-Sorting selektiertess Sortierung verlief erfolgreich. Die
FACS-Analyse (Abbildung 18) der gesorteten Zellemgte, dass alle Transfektanten im
Bereich von 96-99 % GFP-positiv waren und somit dgswvinschte Sensorprotein
produzierten. Es konnte keine 100 %-ige Transfekedfizienz erzielt werden, da keine
klonale Selektion, also kein Einzelzellsorting ¢aid. Bei einem Einzelzellsorting werden
die Zellen einzeln in eine 96-Well-Platte sortienty sich dort zu vermehren. Dadurch wirde
ermdglicht werden, dass sich tatsachlich nur Zellermehren, die das Sensorgen in sich
tragen. Durch die hier verwendete Sortingmethodstanel also, trotz der Selektion nach der
Grunfluoreszenz die Mdglichkeit, dass sich auch igeeruntransfizierte Zellen unter den

positiv Selektierten ATPFS1-Zellen befanden, doh sipater weiter vermehrten.

6.2 In-Fusion® Klonierungen

Fur das Klonieren von PCR-Produkten gibt es veestdgne Mdglichkeiten. Die in dieser
Arbeit verwendete In-Fusion® Klonierung ist einggase-unabhangige Klonierungstechnik.
Diese Art von restriktionsloser Klonierung ermogte es, verschiedene PCR-Produkte in
jede beliebige Klonierungsstelle innerhalb einektvis einzufligen, ungeachtet der Tatsache,
ob diese Stellen auch in dem zu klonierenden Insenftanden sird. Die vom Hersteller
beworbene Klonierungseffizienz bestatigte sich dadudass die mit den In-Fusion®-
Ligationsprodukt  transformierten  XL2-blue  Bakterienein  deutlich  besseres
Kolonienwachstum zeigten, als Bakterien die mitufég klonierten Sensorkonstrukten

transformiert wurden.
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6.3 In-Fusion® Klonierung verschiedener Nanobody-Tgs zur Kopplung
der Sensoren an die Zelloberflache

Um die Sensoren fur die Messung von NukleotidediarZelloberflache zu bringen, wurden
zwei verschiedene Nanobody-Tags an den C- bzw. iNiifies der Sensorproteine gebracht.
Nanobodies besitzen eine ahnliche Grol3e wie diafalie als Tag verwendete ProteinG-
Domane und verfugen Uber eine Spezifitdt fir ARTORese Spezifitdt ist bei beiden
verwendeten Nanobodies vergleichbar hoch, wie dumeffirere Experimente der AG fir
molekulare Immunologie am UKE bestatigt werden kennBei dem durchgefuhrten
Kopplungsversuch (Abbildung 32) zeigte sich eineasthdhere Bindungsfahigkeit der s+16-
Sensorkonstrukte im Vergleich zu den Sensorenetiesel4-Nanobody an ihrem C-Terminus
trugen. Die naheliegendste Erklarung dafur konnte den unterschiedlichen
Transfektionseffizienzen liegen, die bei den s+a@4fizierten Zellen etwas hoher war als bei
denen, die das s-14-Sensorkonstrukt in sich trug&er Unterschied in der
Transfektionseffizienz und damit der Sensorexpoessionnte auf die unterschiedliche
Konformation der beiden Nanobody-Sensorkonstruktgickzufiihren sein. Die Tatsache,
dass der Tag einmal am C-Terminus und einmal ameMiihus des Sensors angebracht
wurde, kdnnte ein Grund daflr sein, dass der Samgerschiedlich gut von den Zellen in den
Uberstand sezerniert werden kann. Um eine eindeEigglarung fur die hier erkennbaren
Unterschiede zu geben, miussen weitere Erfahrungswiirch zusatzliche Experimente

gesammelt werden.

6.4 Produktionsanalyse verschiedener Zellsysteme

Die schnelle und effiziente Produktion, der in dreérbeit verwendeten Sensorproteine,
stellte eine der grof3ten Herausforderungen dar.di€irAnwendung dieser rekombinanten
Sensorproteine war es wichtig, dass diese in migfliciner Form und hoher Konzentration
von den jeweiligen Zellsystemen exprimiert wurdes. wurden eukaryotische Zellsysteme,
denen prokaryotischen Ursprungs vorgezogen. Obmaikaryotische Systeme bereits in der
Lage sind mit hoher Effizienz zu produzietérhaben die hier verwendeten Zelllinien groRe
Vorteile im Bezug auf den Ertrag und die Produklif@ta Ein zusatzlicher Vorteil war, dass
eukaryotische Zellen einen erweiterten Apparat fiie Faltung, Sekretion und post-
translationale Modifikation von Proteinen besitZeDie humane Kidney Zelllinie HEK wird
vielfach fur transiente oder stabile Proteinexpoesn verwendet, da sie aul3erst effizient mit

Plasmid-DNA transfiziert werden katn HEK-Zellen stammt aus menschlichem,
67



Diskussion der Ergebnisse

embryonischem Gewebe und wurden durch die DNA valendvirus 5 umgewandé&lt
Zusatzlich wurden fur die Proteinproduktion sogertarSuper-HEK-Zellen, sowie die Zellen
eine Maus Myelom Zelllinie, sp2/0-Zellen, verwendetiper-HEK-Zellen wurden entwickelt
um die Produktion von rekombinanten Proteinen ziegsern und enthalten eine sehr viel
aktivere Promotorregion als HEK-Zellen, was die t@ireexpression in diesen Zellen
erhohté®.

Anhand des Western Blots (Abbildung 36) war zu enem, dass Super-HEK-Zellen im
Vergleich zu HEK-Zellen tatsachlich Uber eine debtlhbhere Proteinexpression verflgen.
Zusatzlich zu der sehr ausgepragten Bande, died&ei Super-HEK-Zellen den intakten
Sensor auf der Hohe von 70 kDa darstellten, wavdrder Hohe von 40 und 30 kDa noch
zwei weitere Banden zu erkennen. Unter Berlickgiahty der einzelnen Sensorbestandteile
und deren GrofRe wurde deutlich, dass es sich beéBalede auf der Hohe von etwa 40 kDa
um die ATP-Bindedoméne, welche nur noch uUber eiae likiden Fluorophordomanen
verfugt, handelte. Bei der darunter liegenden 3@-Hande handelte es sich dementsprechend
um eine monomere Fluorophordomane. Ob bei Supét-BEéllen aufgrund der Anwesenheit
dieser Banden, die offensichtlich die Abbauproduliss Sensors darstellen, auf einen
weniger reines Protein geschlossen werden kanauisezweifeln, da aufgrund der hoheren
Sensorkonzentration auch mehr Abbauprodukte anfaftér eine tatséachliche Aussage uber
die Reinheit von Sensoren aus verschiedenen Expnesystemen mussten alle in gleicher
Konzentration vorliegen. Dies kdonnte zum Beispialoth eine Titration des Super-HEK-
Uberstands auf ein Gel erreicht werden, um dieserAnschluss in einer vergleichbare
Konzentrationen zu den HEK-, bzw. sp2/0-Uberstanderhalten.

Dass alle Banden (Abbildung 36, Banden 9, 10, &%)alifgereinigten Uberstands die gleiche
GroRRe hatten, bestéatigt die Annahme, dass die Behd®iner bestimmten Menge an
gebundenen Sensoren gesattigt waren und demnaahnmehr Proteine an ihrer Oberflache
binden konnten. Bei der zusatzlichen Bande, didein aufgereinigten Uberstanden auf der
Hohe von etwa 25 kDa zu sehen war, konnte es gitllie C-terminale YFP-Domane des
Sensors handeln. Diese Fluorophordoméne ist semmolog zu GFP und kdnnte somit
ebenfalls durch den an die Sepharose-Beads gekeppahti-GFP-Antikorper aus dem
Uberstand gebunden und spéter eluiert worden ¥éanum diese nicht auf der gleichen Hohe
von etwa 30 kDa zu sehen war wie die Banden moremEluorophordomanen der

unaufgereinigten bzw. ungebundenen Sensorprotsinaklar. Diese Bande war nur bei den
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von transfizierten HEK-, bzw. Super-HEK-Zellen puatkerten Uberstanden deutlich zu
sehen, da diese beiden Zelltypen die PS3-Variaote ATPFS1 produzieren. Die von den
sp2/0-Zellen produzierten ATPFS2-PS3-Konstrukt@i@itén an inrem C-Terminus statt YFP
den Fluorophor mRuby2, welcher méglicherweise vot-G@GFP nicht in gleichem Malde

erkannt wurde.

Generell kann auf Basis der erhaltenen Ergebnissédssage gemacht werden, dass das
Expressionssystem der Super-HEK-Zellen fur eingeseiProduktion der Sensoren wohl am
vielversprechendsten ist. Gleichzeitig verlief diafreinigung Gber eine Aminolink-Matrix
mit anti-GFP erfolgreich. Ob bei dieser Aufreinigumittels anti-GFP immer damit gerechnet
werden muss, dass ein GFP-&hnliches Monomer merelvird, muss durch Wiederholen

des Versuchs sicher gestellt werden.

6.5 Herstellung von Adenosin- und ATP-Sniffer-Zella

6.5.1 Herstellung von ATP-reaktiven Sniffer-Zellen

Der Versuch lieferte nur fur die Cameleon/P2X7-&n#fizierten Zellen ein eindeutiges
Ergebnis. Hier konnte ein deutlicher konzentrataoeingiger Effekt festgestellt werden
(Abbildung 37), der ab einer Konzentration von }0@ ATP zu einem sichtbaren Anstieg
des FRET-Effektes fuhrt. In der Hoffnung, einenssévitatssteigernden Effekt zu erzielen,
wurde der Cameleon-Sensor in diesem Experiment migh mit P2X7, sondern auch mit
einem zweiten ATP-Rezeptor namens P2X1 kotransfizi®2X1 reagiert sehr viel
empfindlicher auf ATP als P2X7. Fur eine Aktiviegudes Rezeptors genugen schon ATP-
Konzentrationen von 0,05-1 uM. P2X7 reagiert etstAZP-Konzentrationen von 100-800
UM, Der aufgrund dieser Eigenschaften erwartete Agstier FRET-Effizienz stellte sich
bei Cameleon/P2X1-kotransfizierten Zellen allerdingicht ein. Dies koénnte auf den
generellen Versuchsaufbau zurickzufihren sein. ¢heis der Aufnahme des Basis-FRET
und der Messung der FRET-Kinetik nach der Zugalre A®P entstand eine Verzdgerung
von etwa 5-10 Sekunden. Dies bedeutete, dass digeidhnung der Kinetik nicht
unmittelbar vom Augenblick der ATP-Zugabe, sondioht zeitversetzt begann. Im Falle
des P2X1-Rezeptors kdnnte dies bedeuten, daszsi@eginn der Messung, aufgrund der
hohen Reaktivitdt des Rezeptors, die Kalzium-Kah&eeits wieder geschlossen haben und

somit keine Veranderung mehr stattfand, die auigbhret werden konnte. Ein zusatzliches
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Problem bei dieser Art von Messung entsteht dadutaks nicht nur die Fluoreszenz einer
einzelnen Zelle gemessen wurde, sondern die naitfiduoreszenzintensitat von mehreren
tausend Zellen gleichzeitig aufzeichnet wurde. Sirebe nicht vollstandig synchron, kann
keine eindeutige Kinetik erstellt werden. Eine rog&opische Einzelzellmessung kénnte in

diesem Fall mdglicherweise ein genaueres Bild daatraren.

6.5.2 Herstellung von Adenosin-reaktiven Sniffer-Ziéen

Die Kotransfektion der Epacl/2-Sensoren mit veesidbimnen Adenosin-Rezeptoren brachte
ebenfalls kaum verwertbare Ergebnisse, was authiedene Ursachen zurickzuflihren war.
Einerseits kamen nach zweifacher Durchfihrung desithes Zweifel an der Identitat der
verwendeten Rezeptoren auf. Um diese eindeutig esiaobtellen, wurden die
Rezeptorplasmide sequenziert und es bestatigtedask es sich bei dem verwendeten Mouse
A2A-Rezeptor in Wirklichkeit um einen Glutamat-Rpm handelte. Gleichzeitig ist
fragwirdig, ob eine Analyse mittels Durchflusszytdne wirklich die optimale Methode ist,
um die FRET-Kinetik nach Aktivierung der Rezeptoarfzunehmen. Eine mikroskopische

Einzelzellmessung kénnte mdglicherweise ein geresuBild der FRET-Kinetik liefern.

Es konnte durch dieses Experiment allerdings hgstéerden, dass die Epac-Sensoren in der
Lage sind einen Anstieg von cAMP aufzuzeichnen {bimg 38). Durch Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen des Adenosin-Ana®danrskolin wurde eine Aktivierung
der Adenylylcyclase bewirkt und der daraus resudtide Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration als Anderung des FRET-Signals auighret. Die allgemeine Kenntnis (iber
die Funktionalitat der verwendeten Sensoren isenalen ansonsten wenig aussagekraftigen
Ergebnissen allerdings eine gute Grundlage fumeiteres Arbeiten mit diesen Sensortypen.
Eine Aussage Uber generelle Unterschiede zwischmaclEund Epac2 kann zu diesem
Zeitpunkt noch nicht gemacht werden.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Die Anwesenheit von extrazellularen Nukleotidenweaitreichende Folgen auf die Zellen des
Immunsystems, wobei die durch diese Nukleotide ueziten Reaktionen sehr
unterschiedliche Folgen fir den Organismus habemdsd. So vermittelt extrazellulares ATP
in Verbindung mit dem P2X7-Rezeptor meist pro-imftaatorische Reaktionen, wohingegen
Adenosin durch Aktivierung des A2A-Rezeptors mardi-inflammatorisch wirkt.

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bezeicas Phanomen, bei dem Energie
strahlungslos von einem fluoreszierenden Donor-emuifAkzeptormolekil Gbertragen wird.
Eine Energietubertragung findet nur dann statt, waoh Donor und Akzeptor in rdumlicher
Nahe zueinander befinden. Diese Eigenschaft wirdhdden Aufbau, der in dieser Arbeit
verwendeten Sensoren ausgenutzt, der es ermoglieht{onzentration von verschiedenen
Metaboliten (ATP, Kalzium und cAMP) durch eine Angieg des FRET-Effekts darzustellen.
Die Bindung eines dieser Metaboliten an den jegeili Sensor induziert eine
Konformationsanderung, die bewirkt, dass sich ddsstAand zwischen Donor- und
Akzeptormolekul entweder verringert oder vergrof3emtd somit zu einem Anstieg oder
Abfall der FRET-Effizienz, abhéngig von der Konzatibn des gebundenen Liganden, fuhrt.

Zu Beginn der Arbeit sollte eine Méglichkeit gesttea werden, die bereits etablierten ATP-
Sensoren der Gruppe von Hiromi Imamura, fur eineddag der lokalen ATP-Konzentration,
maoglichst effektiv an die Oberflache von Zellenkappeln. Daftr wurden die Sensorproteine
mit verschiedenen Tags versehen, die entwedertdidel indirekt in der Lage waren an die
Zelloberflache zu binden. Es wurden sowohl ein éin@-Tag als auch zwei verschiedene
Nanobody-Tags verwendet, die entweder am C- odéfemMiinus des Sensorproteins
angebracht wurden. Die Funktionalitat dieser Tagsnke durch FACS-Analysen bestatigt
werden, fur eine tatsédchliche Bewertung der Vod dachteile der einzelnen Tags missen
allerdings noch weitere Ergebnisse gesammelt werden

Auf der Suche nach einem moglichst effizienten Espmssystem fir die Sensoren wurden
drei verschiedene Zelllinien mit den Sensorproteingransfiziert und auf ihre
Produktionseigenschaften hin untersucht. Dabeiteesich, dass Super-HEK-Zellen rein
guantitativ das beste Expressionssystem darstelléteichzeitig wurde an einer
Aufreinigungsmethode gearbeitet, um die Qualit@atSknsorkonstrukte zu verbessern. Unter
Einsatz eines anti-GFP-Antikdrpers, welcher an Qberflache von Sepharose-Beads
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gekoppelt wurde, war es maoglich die intakten Sgmsteine in fast reiner Form aus dem
Zelluberstand zu isolieren.

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit an einem weiteDetektionssystem auf Basis der FRET-
Sensoren Epacl/2 und Cameleon gearbeitet, den Bidertizw. ATP-Sniffer-Zellen. Erste
Versuche, Adenosin- bzw. ATP-reaktive Sniffer-Zellgerzustellen, lieferten allerdings nur
sehr wenige verwertbare Ergebnisse. Es konnterdigs Informationen tber die allgemeine
Funktionalitat der verwendeten Sensorproteine geeomnverden.

Gleichzeitig wurde an der Herstellung von bicistsashen Sniffer-Konstrukten gearbeitet,

welche sich zum Abschluss dieser Arbeit noch inklenierungsphase befanden.

In dieser Bachelorarbeit wurde eine Grundlage flie @&ntwicklung verschiedener
Detektionssysteme fur extrazellulare Nukleotidechaffen. In einem néchsten Schritt soll
nun, durch Einfigen der jeweiligen Rezeptoren, Kl@nierung der bicistronischen Sniffer-
Konstrukte vollendet werden. Fir die Herstellungn vddenosin- bzw. ATP-Sniffer-Zellen
sollen im Anschluss an die Klonierung, Fibroblastenit den jeweils entstandenen
Konstrukten, stabil transfiziert werden. Der Planas, diese Zellen in einer dinnen Schicht
auf einem Objekttrager zu platzieren. Dort solleniis Kontakt mit Nukleotid-sekretierenden
Zellen einen Anstieg von Adenosin bzw. ATP mikrgsisch darstellbar machen. Es soll
dadurch eine Bewertung von verschiedenen Umstandeey denen es zu einer erhdhten
Adenosin- bzw. ATP- Ausschittung kommen kann, noigijemacht werden.

Fur eine zuverlassigere Anwendung der ATPFS1 b2wonstrukte muss durch zusatzliche
Versuche sichergestellt werden, welcher der klommeTags sich am besten eignet, um die
Sensoren an die Zelloberflache zu koppeln. Um etglithst reines Sensorprotein zu
erhalten, muss weiterhin an einer Verbesserung dasher verwendeten

Aufreinigungsmethode gearbeitet werden.

Die Bindung eines dieser Metaboliten an den jegeili Sensor induziert eine
Konformationsanderung, die dazu fuhrt dass sich Abstand zwischen Donor- und
Akzeptormolekill entweder verringert oder erhéht sodit zu einer Anderung des FRET-
Effekts fuhrt.
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Anhang

Anhang

Gefahrenstoffhinweise

Stoffname Gefahrenzeichen Gefahrenséatze
Dithiothreitol H: 302-315-319
P: 302+352-305+351+338
Ethanol H: 225
P: 210
Trypan Blau H:35(

P: 201-308+313

Natrium Cyanoborohydrid

H: 228-300-310-330-314-
410
P: 210-260-264-273-280-
284

SOY ©®

H- und P-Satze

H-Satze
H225
H228
H300
H302
H310
H315
H314
H319
H330
H350
H410

P-Satze
P201
P210

P260
P264
P273

Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Entzundbarer Feststoff.

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

Lebensgefahr bei Haurkontakt.

Verursacht Hautreizungen.

Verursacht schwere Veratzungen der Hautsohdiere Augenschaden.
Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Kann Krebs erzeugen.

Sehr giftig flr Wasserorganismen mit larggiger Wirkung.

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

Von Hitze / Funken / offener Flamme / heilR3de@achen fernhalten.
Nicht rauchen.

Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aénosoneiden.

Nach Gebrauch grundlich waschen.

Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
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Anhang

P280
P284

P302+352
P305+351+338

P308+313

Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augernaschuiesichtsschutz
tragen.
Atemschutz tragen.

Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wassed Seife waschen.

Bei Kontakt mit den Augen: Einige Méw lange behutsam mit
Wasser spulen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Mikgit entfernen.
Weiter spilen.

Bei Exposition oder falls betroffen: Aictien Rat einholen / arztliche
Hilfe hinzuziehen.
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